lieber die chemische Beschaffenheit der Diastase und (ber die
Bestimmung ihrer Wirksamkeit unter Benutzung von lgslicher
Starke, sowie (ber ein in den Diastaseprdparaten vorhandenes
Araban.
Von
A. Wroblewski.

(Der Redaction zugegangen am 18. September 1897.)

I. Mittheilung.
Einleitung.

Unter den mannigfaltigen chemischen Processen, die in
jeder lebenden Zelle stattfinden, gebihrt unzweifelhaft eine
hervorragende Rolle den enzymotischen Vorgéngen. Ueberall,
wo sich das Leben &ussert, begegnen wir den Enzymen. Bei
Keimen der Pflanzen, bei Entwickelung der Bliithen und Reif-
werden der Frichte &dussern Enzyme ihre wunderbare und
vielartige Wirkung. Beim Aufgange des thierischen Lebens im
befruchteten Ei und im Foetus, im Blute, welches die Nahrung
in alle Organismentheile bringt, in der Lymphe, in den Ver-
dauungsséften, richtig gesagt in einer jeden lebenden Zelle,
stossen wir auf die Thétigkeit dieser Stoffe. Eine Vorstellung
Uber die enzymotischen Vorgange ist direkt mit dem Lebens-
begriffe verbunden.

Wegen dieser hervorragenden Wichtigkeit der Enzyme
hat man von vielen Seiten diese Substanzen néher zu erforschen
und verschiedene Theorien Uber ihr Wesen aufzustellen ver-
sucht. Es herrscht aber unter diesen Theorien heutzutage
noch keine Uebereinstimmung, keine Klarheit. In der letzten
Zeit ist sogar eine Ansicht aufgetaucht, die lautet, dass Enzyme
keine Stoffe, sondern nur Eigenschaften der Stoffe sind.l)

1) Maurice Arthus. Nature des enzymes. Paris 1896. «Le
parallele peut étre fait de tous points entre les enzymes et les forces
physiques: la solubilit¢ dans I'eau, la précipitabilité par I'alcool, etc.
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Es schien auch mir nicht ohne Interesse zu sein, die
Eigenschaften dieser merkwirdigen Substanzen nadher kennen
zu lernen. Zu diesem Zwecke habe ich als Object der Unter-
suchung das am leichtesten zugéngliche Enzym, die Diastase,
gewdhlt. Von vielen Seiten wurden Angaben tber die chemische
Zusammensetzung der Diastase verdffentlicht.  Wir kennen ver-
schiedene Methoden, die zur Darstellung der Diastase fiihren
sollen, wir kennen auch schon eine ganze Reihe von Zahlen,
die die elementare Zusammensetzung der Diastase ausdriicken
sollen. Und doch herrscht unter diesen Angaben keine Ein-
heitlichkeit, keine Uebereinstimmung, so dass wir schliessen
mussen, dass wenigstens die meisten von den bis jetzt erhaltenen
Praparaten nichts Anderes als Gemische von verschiedenen
Stoffen waren.

Um die Frage uber die chemische Natur der Diastase richtig
auffassen zu kdnnen, mussen wir vor Allem die allgemeinen
Principien, auf welchen die bisherigen Studien Uber diese
Substanz beruhen, kennen lernen.

Im Jahre 1785 bemerkte Irvine, dass das Mehl unter
der Wirkung des Malzes theilweise verzuckert wurde.}

Kirchhof?) hat im Jahre 1814 bemerkt, dass in der
gekeimten Gerste eine eiweissartige Substanz enthalten ist,
welche den Stérkekleister unter Bildung von Zucker verfliissigen
kann. Diese Wirkung hat er den Kleberproteinstoffen zu-
geschrieben.

Den franzosischen Forschern Payen und Persozl) ver-
danken wir die ersten Bemuihungen, Diastase rein darzustellen
(1833). Sie haben den wassrigen Malzauszug mit wenig Ai-

ne prouvent pas la matérialité des enzymes, car on peut trouver pour
les forces physiques des phénomenes analogues.» — «Nous proposons
donc de considérer les enzymes non comme des substances matérielles,
mais comme des propriétés de substances matérielles.» S. 56.

1) Payen und Persoz. Mémoire sur la diastase, les principaux
produits de ses réactions, et leurs applications aux arts industriels.
Ann. de ch. et de phys. 53 Vol. 73. 74.

2) Ueber die Zuckerbildung beim Malzen des Getreides. Schweigg.
Journ. XIV. Jhrg. 1815. 389. Cit. nach Bourquelot. Les ferments
solubles. Paris. 1896.



kohol versetzt, um Proteinstoffe niederzuschlagen, und aus dem
Filtrate mit mehr Alkohol Diastase ausgeschieden. Das Roh-
produkt wurde dreimal in Wasser geldst und mit Alkohol
gefallt und schliesslich wurden durch Erwarmen reiner Ldsung
bis ca. 70° die darin noch vorhandenen Eiweissstoffe coagulirt.
Die Autoren betrachten Diastase als stickstofffreie Substanz.

Nach Dubrunfautl) «genigt es, das Malzinfusum mit
reinem, zwei- bis dreifachem Volumen Alkohol von 90 Volum-
procenten zu behandeln, um die wirksame Substanz fast voll-
standig abzuscheiden». Er bezeichnet den «stickstoffhaltigen
wirksamen Bestandtheil des Malzes, der folglich eiweissartiger
Natur sein .soll», mit dem Namen Maltin. Maltin soll in
mehreren natlrlichen Wéssern Vorkommen.

Cohnheim?) hat die von Bricke fir die Pepsindar-
stellung empfohlene Methode zur Reinigung der Diastase an-
gewendet. Die mit dem entstehenden Niederschlage von
Calciumphosphat mitgerissene Substanz, welche diastatisch
wirkte, gab bei ihm keine Eiweissreactionen.

Zulkowsky3) hat Malzausziige mit Aether ausgeschiittelt.
Dabei entstand eine gallertartige Masse, die er in Alkohol ein-
gegossen hat, wobei ein weisser Niederschlag sich bildete.
Er hat auch die von Wittich zur Darstellung der Enzyme
empfohlene Methode angewendet. Das Malz wurde mit starkem
Weingeist gewaschen und mit Glycerin ausgezogen. Der mit
2 Volumen Wasser versetzte Glycerinauszug wurde in ein
Gemenge von Alkohol und Aether filtrirt. Der entstandene

1) Ueber die Umwandlung des Starkemehls in Zucker vermittelst
des Malzes und uber die Eigenschaften und industrielle Darstellung einer
stickstoffhaltigen Substanz des Malzes, welche wirksamer als Diastase
ist. Dingl. polyt. Journ. 187 B. 491. — Mémoire sur une matiére azotée
du malt, plus active que la diastase, et sur la préparation économique
applicable a l'industrie. Comp. rend. 66 Yol. 274.

2) Virch. Arch. 1863. 28. 241. Cit. nach Hirschfeld. Ueber die
chemische Natur der vegetabilischen Diastase. PH. Arch. 1886. 39 Vol. 499.

8) K. Zulkowsky und E. Konig. Ueber den Charakter einiger
ungeformten Fermente. Sitzb. d. Wien. Akad. 71 B. 453. Karl Zul-
kowski. Ueber die chemische Zusammensetzung der Diastase und der
Ribengallerte, ibid. 77 B. 647.
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Niederschlag wurde im Wasser geldst und mittelst Essigséure
und Magnesiumsulfat oder Natriumchlorid wieder geféllt, wieder-
holt mit Alkohol ausgeféllt und getrocknet. Die wirksame
Substanz gab bei Zulkowsky Eiweissreactionen nicht mehr
und enthielt 5,08 °/o Stickstoff.

Lintnerl) hat eine einfachere Methode zur Darstellung
der Diastase ausgearbeitet. Das Malz wurde mit 20°/0igem Al-
kohol ausgezogen und der Auszug mit 2 Volumen absoluten
Alkohols niedergeschlagen, der erhaltene Niederschlag wurde
wieder geldst, durch Dialyse von Asche mdglichst befreit, mit
Alkohol gefallt, gewaschen und getrocknet. Das Préaparat
wirkte stark diastatisch und enthielt 4—5°/0 Stickstoff. Lint-
ner gibt in einer Polemik gegen Loew zu, dass Diastase ein
stickstoffhaltiger Korper ist, sie sei aber von den Eiweiss-
korpern verschieden.

Loew?) hielt Diastase fiir einen Eiweisskdrper von pep-
tonartiger Beschaffenheit. Zur Reinigung der Diastase benutzte
er das Verfahren, welches Wirtz zur Darstellung des Papayo-
tins angewendet hatte. Mit basischem Bleiacetat schlug er
aus dem Malzextracte Eiweissstoffe nieder, entfernte aus dem
Filtrate Blei mit Schwefelwasserstoff und erhielt eine wirksame
Flussigkeit, die Eiweissreactionen gab.

Bei Hufner3) begegnen wir folgender Ansicht:' «Ver-
gleicht man die Analysen von verschiedenen Enzymen (auch
Diastase), so leuchtet es ein, dass alle bisher nach besseren
Methoden isolirten analysirbaren Fermente von den Eiweiss-
korpern wesentlich verschiedene Substanzen sind, und es wird
sogar bei ihrem hoheren Gehalte an Sauerstoff wahrschein-
lich, dass ihre Molekile, mdgen sie nun grosser oder Kleiner
als diejenigen des Eiweisses sein, hauptsachlich durch
Oxydation aus letzterem entstanden sind.»

1) Studien Uber Diastase. J. pr. Ch. 34 B. 378. 36 B. 481.
2) Ueber die chemische Natur der ungeformten Fermente. Pfl.

Arch. 27 B. 203.
3) Untersuchungen tiber «ungeformte Fermente» und ihre Wirkungen.

J. pr. Ch. (2). 5 B. 372.



Bouchardat!) und Claud Bernard?) hielten viele Sub-
stanzen, besonders Eiweissstoffe, fur diastatisch wirksam.
Seegen und Kratschmer3) schrieben allen l6slichen Eiweiss-
stoffen saccharificirende Wirkung zu. {

Browm und Héron,4) auch Schwmrzerb) haben bemerkt,
dass beim Erwédrmen der Malzausziige die Coagulation der Ei-
weissstoffe parallel mit der Verminderung der diastatischen
Kraft geht. Sie bemerkten auch, dass beim Filtriren des Malz-
auszuges durch die Tonzelle Eiweisssubstanzen nicht durch-
gehen und das Filtrat unwirksam wird, woraus sie schliessen,
dass Diastase ein Eiweissstoff ist.

Hirschfeld6) hat durch Fallen mit basischem Bleiacetat
Eiweissstoffe aus dem Malzauszuge entfernt und aus dem Fil-
trate ein Praparat mit den dextrinartigen Beschaffenheiten
erhalten, welches diastatisch wirksam war und von ihm als
Landwehr’sches Thiergummi erkannt wurde.

Julius Wortmanni) ist der Meinung, dass «Starkemehl
meistens direkt vom Protoplasma ohne jede Beteiligung von
Diastase in Losung gebracht wird,» denn absolut nothwendig
zur Umwandlung von Starkemehl in Zucker ist das Enhzym
keineswegs. Er hélt die Enzyme mit Ad. Meyer8) fur «Proto-
plasmasplitter» und erklart die in den keimenden Samen be-
sonders gesteigerte Diastaseproduktion auf die Weise, «dass
in diesen Féllen das Protoplasma so stark enzymhaltig ist,

D Sur la fermentation saccharine ou glucosique. Ann. chim. et
phys. (3). 14 B. 61.

2) Lecons de physiologie experimentale. Paris.

3) Beitrag zur Kenntniss saccharificirender Fermente. Pfl. Arch.
1877. 14 B. 593.

4) Beitrdge zur Geschichte der Stirke und der Verwandlungen
derselben. Lieb. Ann. 199 B. 165.

5) Ueber die Umwandlung der Starke durch Malzdiastase. J. pr.
Ch. (2). 1 B. 212.

6 L c

0 Ueber den Nachweis, das Vorkommen und die Bedeutung des
diastatischen Enzyms in den Pflanzen. Bot. Ztg. 1890 Jhrg. 582 u. ff.

8) Die Lehre von den chemischen Fermenten oder Enzymologie.
1882. Heidelberg.
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dass eine Menge von solchen «Splittern» abfallen, aus dem Ver-
bénde des lebenden Protoplasmas treten und nun, ihrer proto-
plasmatisehen Natur zufolge, fiir sich allein und unabhangig
vom Protoplasma thatig sind».

Osbornel)*tat die Lintner'sche Methode dadurch ver-
bessert, dass er Diastase mit Ammoniumsulfat ausgesalzen hat,
und hat dabei einen Proteinstoff mit ca. 17 °/o Stickstoff und
von hoher Wirksamkeit erhalten. Die von Osborne erhaltene
Diastase soll ein Albumin und zwar identisch mit Leucosin
sein. Bei Erwdrmung der Losungen seiner Praparate bis 65&
bemerkte er eine Coagulation.

Wir sehen, dass die Meinungen getheilt sind. Diastase
wird von den Einen fir einen Proteinstoff, von den Anderen
fur ein Kohlenhydrat oder einen ganz besonderen stickstoff-
haltigen Korper gehalten.

Es war bei dieser Sachlage angezeigt, die Diastase noch
einmal einer Untersuchung zu unterwerfen, um etwas Be-
stimmtes Uber ihre chemische Natur erfahren zu konnen.

Darstellungsversuche.

Auf die Angaben von Payen und Persoz wie auch
von Lintner gestiitzt, aus welchen folgt, dass Diastase im
ca. 65°/0igen Alkohol unlgslich, im ca. 50°/0igen aber I6slich
ist und dass sie nicht dialysirt, habe ich in folgender Weise
Diastase dargestellt. Als Ausgangsmaterial wurde Hellmalz
(von oberster Dorre) gewahlt.

3 Kilo feingeschrotenes Malz wurden mit 6 Liter vom
68°/0igen Alkohol umgerthrt und bei Zimmertemperatur bis
zum folgenden Tage stehen gelassen. Der stark ausgepresste
Riickstand wurde mit 6 Liter 45°/0igen Alkohols umgeriihrt,
nach 24 Stunden filtrirt und ausgepresst, wieder mit 6 Liter
vom 45°/0igen Alkohol versetzt, wieder filtrirt und ausgepresst.

Die zwei letzten gelb gefarbten Filtrate wurden vereinigt
und mit so viel 96°/0igem Alkohol versetzt, dass der Alkohol-

1) Thomas B. Osborne. The chemical nature of diastase.
Connectic. exper, stat. report. 1894. — Th. B. Osborne and George
F. Campbell. The chemical nature of diastase. Journ. of the Americ.
chem. soc. 18 Vol. 1896.
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gehalt der Flissigkeit gleich 70°/0 war. Es entstand ein spér-
licher feiner Niederschlag, der sich allmdhlich zu Boden setzte.
Am folgenden Tage fand ich den zéhen, gelblichen Niederschlag
in Form von einer zusammenhangenden Schicht auf dem Boden
ausgebreitet, die dartber stehende Fllssigkeit war ganz klar.
Der abfiltrirte klebrige, gummiartige Niederschlag, der keine
Biuretreaction, aber eine prachtvolle Millon’sche Reaction gab,
wurde nach dem Auswaschen mit 70°/0igem Alkohol in 6 Liter
45°/0igen Alkohols unter Zerreiben geldst, wobei ein kleiner
Theil, augenscheinlich eiweissartiger Natur, ungeldst blieb, dann
wurde er mit Alkohol wie vorher geféllt. Der ausgefallte
Niederschlag stellte eine viel kleinere Quantitat als die erste
Fallung dar. Er wurde am folgenden Tage gesammelt und in einer
moglichst kleinen Menge Wasser gelgst. Die erhaltene Ldsung
werden wir als Ldsung B bezeichnen. Um die im Préparate
mdoglicher Weise vorhandenen Dextrine wegzuschaffen, habe ich
das Aussalzen der Diastase mit den Neutralsalzen angewendet.
Diastase ist in einer gesattigten Kochsalzlésung l6slich, sie
lasst sich aber nicht mit solcher Lésung aus den Préparaten
und aus dem Malze auslaugen. Das Sattigen einer kleinen
Probe mit Natriumchlorid hat keinen Niederschlag, nur eine
dickliche Flussigkeit gegeben, die diastatisch wirkte.l) Beim
Sattigen mit Natriumsulfat entstand ein Niederschlag, der auf
Stérkekleister spaltend wirkte, das Filtrat von diesem Nieder-
schlage gab mit Magnesiumsulfat einen kleinen Bodensatz, der
ebenfalls wirksam war. Die Fallung mit Natriumsulfat war
demnach nicht vollstdndig. Ein Kkleiner Theil von der oben er-
wahnten Ldésung B wurde mit Magnesiumsulfat ausgesalzen,
wobei ein volumindser Niederschlag entstand, der stark dia-
statisch wirkte. Im Filtrate, welches unwirksam war, gab das
Aussalzen mit Ammoniumsulfat keine Fallung. In der Fllssig-
keit B entstand beim Versetzen mit Ammoniumsulfat in Substanz
ein volumindser Niederschlag. Diese Versuche haben ergeben,
dass Magnesiumsulfat zur Féllung der Diastase vollstandig aus-

I) Die Wirkungsfahigkeit der Préparate wurde nach der auf S. 19P
beschriebenen Methode bestimmt.
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reichend ist. Der auf diese Weise erhaltene Niederschlag, auf
dem Filter gesammelt und mit concentrirter Magnesiumsulfat-
losung ausgewaschen, wurde in einer mdglichst kleinen Menge
Wasser gelost und im continuirlichen Wasserstrome dialysirt.1)
Als eine Probe der dialysirten Flissigkeit nur eine kaum merk-
bare Tribung mit BaCl2 und Salzsdure gab, wurde sie mit
doppeltem Volumen Alkohol von 96°/0 versetzt; es entstand
aber kein Niederschlag, dann wurden grosse Mengen vom Al-
kohol zugesetzt. Es bildete sich eine unbedeutende Triibung,
das Versetzen mit gleichem Volumen Aether hat diese Trubung
vergros'sert, es entstand aber kein Niederschlag. Offenbar hat
die Abwesenheit der Salze solchen Einfluss auf die Loslichkeits-
verhdltnisse gehabt. Einige Tropfen concentrirter Losung von
Kaliumacetat bewirkten so viel, dass der Niederschlag langsam
zu Boden fiel. Man konnte ihn nur schwer mit absolutem
Alkohol und Aether auswaschen, weil er so stark quoll, dass er
sogar mit Aether in Form von einer scheinbaren, opalisiren-
den Ldsung durch's Filter ging. Im Vacuum (ber Schwefel-
sdure getrocknet, stellte er ein weisses, stark wirksames
Pulver in einer Quantitdt von 2,82 gr. vor, welches wir als
Préparat | bezeichnen werden.

Auf eine ahnliche Weise wurde Praparat Il aus 5 Kilo
Malz erhalten. Dieses Malz stammte aus einer anderen Brauerei
und gab eine kleinere Ausbeute. Hierbei wurde anstatt mit Mag-
nesiumsulfat mit Ammoniumsulfat ausgesalzen, weil auf diese
Weise eine leichter filtrirbare Flussigkeit erhalten wurde.

Aus 25 gr. «wirksamer Diastase» von Merck, welche auf
Fehling’sche Losung reducirend wirkte und alle Eiweissreac-
tionen gab, wurde in der beschriebenen Weise 0,29 gr. vom
Praparate Il erhalten. Wahrend der Darstellung dieses Prapa-
rates habe ich mit der Losung, welche mit Magnesiumsulfat
versetzt werden sollte, Eiweissreactionen angestellt und con-
statat, dass die Biuretreaction nur nach l&ngerem Stehen zum
Vorschein kam, wobei ein blauvioletter Ton zu erkennen war.

1) Die Dialyse wurde nach der auf S. 183 beschriebenen Methode
ausgefihrt.



Aus 100 gr. ¢ Diastase absolut» von Merck wurden 6,31 gr.
vom Préparat IV erhalten. Die Ldsung wurde &hnlich wie
in vorigem Falle vor dem Aussalzen geprift. Sie gab keine
Biuretreaction.

Ausserdem hat E. Merck in Darmstadt aus 100 Kilo
Hellmalz nach folgender meiner Vorschrift 985 gr. vom Pré-
parate, welches ich als Préparat A bezeichnen werde, dar-
gestellt. Er hat das fein gemahlene Malz mit 70°/0igem Alkohol,
nachher zweimal mit je 200 Liter vom 45°/0igen Alkohol aus-
gezogen, die zwei letzten Ausziige mit soviel starkem Alkohol
versetzt, dass in der Flussigkeit 70°/0 Alkohol enthalten war.
Der entstandene Niederschlag wurde mit absolutem Alkohol
und Aether alisgewaschen und im Vacuum getrocknet.

Eigenschaften der erhaltenen Praparate. Alle so
erhaltenen Préparate besassen weisse oder griinliche Farbe.
lhre concentrirten Lésungen sahen gelblich aus. Die wassrigen
Losungen aller Praparate waren schwach opalisirend. Man
kann aber Losungen erhalten, die nicht opalisirend sind; so
z. B. erhielt ich eine solche, die freilich sehr verdunnt war,
bei einer Filtration durch die Tonzelle. Alle Préparate redu-
cirten Fehling’sches Beagens erst nach dem Erwédrmen mit
verdinnter Salz- oder Schwefelsdure. Beim Kochen mit den
Séuren entstand auch ein flockiger Niederschlag. Die Ldsungen
farbten sich mit Jod nicht, beim Kochen coagulirten sie nicht,
auch beim Kochen mit Essigsdure konnte man kaum eine
Aenderung wahrnehmen. Die Préparate | bis IV waren fast
vollstandig in Wasser I6slich, das Praparat A liess beim Zer-
reiben auch mit grésseren Mengen Wasser einen unldslichen
Rickstand, wéhrend es grosstentheils in Losung ging. Alle
Préaparate gaben eine deutliche Millon’sche Reaction, eine pracht-
volle Xanthoproteinreaction, eine Grinfarbung bei der Lieber-
mann’schen Reaction. Die Biuretreaction ist fir Praparat A
deutlich gewesen, Praparat Ill gab dieselbe erst nach langerem
Stehen und undeutlich, Préparat 1V gab sie sehr undeutlich. Mit
den Préparaten | und Il ist sie ganz misslungen. Die Grinde
dafiir, dass die letztgenannten Reactionen nicht deutlich oder in
verénderter Weise auftraten, werden aus dem spéter Mitgetheilten
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ersichtlich werden. Bei der Heller'schen Probe mit Salpeter-
sdure entsteht eine Tribung, die im Ueberschusse der Séure 16s-
lich ist. Mit Bleizucker entsteht kein Niederschlag, mit Bleiessig
eine Tribung, welche fur Praparat A etwas starker war als bei
den anderen. Mit Sublimat entsteht eine Trilbung, die in coneen-
trirter Kochsalzldsung loslich ist. Mit Essigsdure und Ferroeyan-
kalium entsteht auch eine Tribung, mit Pikrinsdure ein gelb-
licher flockiger Niederschlag, mit Gerbsaure ein volumindser
Niederschlag; mit Phosphorwolfram-, ebenso mit Phosphor-
molybdénsdure entsteht in nicht zu verdinnten Ldsungen ein
reichlicher, in den verdlnnten aber nur ein sehr spérlicher
Niederschlag. Alle Préparate l0sten sich in einer geséattigten
Kochsalzlésung nur sehr wenig. Daraus ergibt sich, dass die
Diastase aus dem Malze mit dieser Lésung nicht ausgelaugt
werden kann. Andererseits aber brachte der Kochsalzzusatz
zu einer wassrigen Losung keinen Niederschlag.

Auf einem Platinspatel verbrannt, verbreiten sie einen
stsslichen karamelartigen Geruch, blahen sich dann auf und
erzeugen nachher einen Geruch nach verbrennendem Horn.

Alle Préparate waren diastatisch stark wirksam.  Es-
war aber merkwirdig, dass das von mir untersuchte Malzmehl
nur wenig schwécher wie das daraus erhaltene Praparat Il
wirkte.

Die Thatsache, dass die Diastasepraparate nach dem Er-
hitzen mit Sauren stark reducirten, koénnte die Vermuthung
erwecken, dass Diastase ein Glykoprotein sei. Indessen zeigten
die Elementaranalysen sofort, dass hier keine einheitliche Sub-
stanz, sondern ein Gemenge vorlag, denn ich erhielt bei der
Analyse folgende Zahlen.

Praparat clo He/o N°/o d86 00 Asche /o
| 45,8 6,9 3,96 43,34 2,1
11 48,0 7,3 6,01 38,69 4,01
v 50,1 7,2 8,13 33,57 1,2

A 46,2 7,6 4,54 41,66 4,2



Schon der erste Blick auf die vorstehende Tabelle be-
weist uns, dass wir mit Préparaten von einer nicht Uberein-
stimmenden Zusammensetzung zu thun haben. Die Unterschiede
in Bezug auf den Stickstoffgehalt sind besonders gross. Halt
man die Resultate dieser Analysen zusammen mit den oben-
beschriebenen Eigenschaften dieser Préparate, so muss sich
die Vermuthung aufdréangen, dass dieselben ein Gemisch von
protein- und dextrinartigen Korpern bilden. Es war
meine néachste Aufgabe diese Korper voneinander zu trennen
und zu ermitteln, welcher von ihnen diastatisch wirkte» Wie-
ich dieses Ziel erreichte, werde ich weiter unten angeben
(vergl. S. 201); zun&chst mache ich einige Angaben Uber die
Einrichtung des Apparates, in dem ich die Dialyse der Diastase-
praparate ausfuhrte, sowie (Uber einige wahrend der Dialyse
beobachtete Erscheinungen.

Dialyse der Diastasepraparate.

Bei den oben beschriebenen Darstellungsversuchen hat
die Dialyse eine wesentliche Rolle gespielt. Es war die Aufgabe
grossere Mengen salzreicher Fllssigkeiten zu dialysiren und
dabei im Hochsommer der Gefahr einer Infection vorzubeugen.
Um diesen Erfordernissen Genige zu leisten, habe ich folgende
Einrichtung angewendet, welche erlaubt hat in continuirlichem
Wasserstrome zu dialysiren.

Der Dialysator besteht aus einem Cylinder, der mit einer
durchbohrten zugeschliffenen Glasplatte bedeckt ist. Durch die
Bohrung gehen zwei in einem Gummistopfen befestigte ge-
bogene Glasrohren a und h hindurch. Das frische Wasser
fliesst ins Rohr b durch Oeffnung d, dann in den Cylinder
durch c¢ hinein. Das mit den Salzen beladene Wasser fliesst
durch die Oeffnung e der Siphonréhre a, dann durch f hinaus»
Man muss nur einmal den zufliessenden Strom reguliren und
der Apparat functionirt von selbst.

Wenn die Lichtwmite von der Rohre a zu gross ist, so kann
man in T einen Kautschukschlauch mit dem Quetschhahne auf-
setzen, um die Ausflussoffnung beliebig klein machen zu kénnen.
In g auf zwei quergelegten Glasstdben hangt ein Pergament-



schlauch, der die zu dialysirende Flussigkeit enthédlt. Der Ver-
schluss des Pergamentschlauches ist auf der Fig. Il dargestellt.

Das Wasserniveau im Cylinder steht auf der Hohe der
Oeffnung f. Der ganze Apparat kann vor dem Gebrauche
sterilisirt werden und die Dialyse kann in einem continuirlichen
Strome von sterilem destillirten Wasser ausgefiihrt werden,
wenn wir die Oeffnung b mit einem eonl.iimirlich wirkenden
Destillationsapparate verbinden.

Wahrend der Dialyse wollte ich mich Uberzeugen, ob die
Diastase vollstandig undialysirbar ist, weil ich in der Litteratur
den Angaben begegnet bin, dass dieses Enzym theilweise durch
das Pergamentpapier durchgeht. Zu diesem Zwecke wurde
die Wassercirculation abgestellt und nach dem Verlaufe von
24 Stunden die Aussenflussigkeit im Cylinder auf ihre Wirk-
samkeit gepruft. Sie vermag nicht Starke zu spalten.

Da man vom Pepsin behauptet hat, dass es durch die
Pergamentmembranen seine Wirkung ausiben kann, so wollte
ich einen entsprechenden Versuch mit der Diastase anstellen.
In den Dialysator wurde eine sehr verdinnte Ldsung von ldslicher
Starke eingegossen, die den Pergamentschlauch umspllte. Nach
24 Stunden hat sich ergeben, dass die Fehling’sehe Losung
durch eine Probe der aus dem Dialysator genommenen Aussen-
flussigkeit nicht im Mindesten reducirt wurde. Diese Flussigkeit
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farbte sich wie vorher mit Jod nur rein blau. Ich vermochte
also keine Wirkung der Diastase durch das Pergamentpapier
zu constatiren.

Nur einmal habe ich bemerkt, dass die Aussenfliissigkeit
des Dialysators (nach 24standiger Dialyse ohne Wassercircula-
tion) Fehling’sehe Lésung, wenn auch nicht stark, reducirte.
Offenbar waren in den diesmal angewendeten Schlduchen un-
sichtbare Oeffnungen vorhanden, durch welche die Diastase
durchgehen konnte. Um zu erfahren, ob viel Substanz auf diesem
Wege verloren gegangen ist, habe ich die Millon’sehe, die Xan-
thoprotein- und die Biuretreaction mit der fraglichen Flussigkeit
angestellt. Sie fielen negativ aus. Diese Flissigkeit reducirte
Fehling‘sehe Losung nach dem Kochen mit Salzsdure auch
nicht. Es schien, als ob in der Losung keine Substanz ausser
den kleinen Mengen von anorganischen Salzen vorhanden waére.
Es hat sich aber ergeben, dass nach dem Eindampfen auf dem
Wasserbade von einem halben Liter dieser Flussigkeit eine
sehr kleine Menge organischer Substanz im Riickstdnde ge-
blieben ist, die Millon’sehe und Xanthoproteinreaction gegeben
hat. Sie reducirte Fehling’sehe Lésung nach dem Erwéarmen
mit Salzsaure. Die Biuretreaction fiel negativ aus, dies war aber
auch der Fall mit der dialysirten Substanz. Diese Beobachtung
liess vermuthen, dass die Zuckerbildung die empfindlichste
Reaction der Diastase ist. Auf diese Beobachtung werde
ich spater noch einmal zuriickkommen.

Bestimmung der diastatischen Wirksamkeit.

Bei den Studien (ber Diastase ist es nothwendig, ein
Mittel zur quantitativen Bestimmung der diastatischen Wirk-
samkeit der Préparate zu besitzen. Fir genaue Bestimmungen
ist Starkekleister nach meiner Erfahrung nicht brauchbar, weil
ein solcher Kleister nie ganz gleiehmassig von der Diastase
angegriffen wird. Man konnte gute Dienste vom ersten Um-
wandlungsprodukte der Starke, von der sogenannten «los-
lichen Starke», erwarten. Ich erhielt indessen mit einem
kauflichen Praparate keine sehr guten Resultate, obwohl



dieses Préaparat von bester Qualitat sein sollte.) Aus diesem
Praparate kann man nur 2°/oige LOsungen darstellen. Diese
Losungen lassen nach der Einwirkung von Diastase einen
leichten, flockigen Niederschlag, was wohl beweist, dass ein
Theil des Praparates urspriinglich nur in einer scheinbaren
Losung vorhanden war. Ausser diesem Mangel besitzt das
Handelspréparat eine schwach saure Reaction. Wenn man eine
Lésung von diesem Préparate mit Jodldsung tropfenweise ver-
setzt, so erscheint zuerst eine blaue, dann aber eine violette
Farbung. Dieser violette Farbenton rihrt, wie ich durch be-
sondere Versuche constatiren konnte, von der Beimengung
<eines Dextrins her. Aus diesen Thatsachen ist ersichtlich, dass
mdas Handelspraparat nicht vollkommen rein ist. Deshalb habe
ich mich bemiht, eine bequeme Darstellungsmethode der reinen
I6slichen Stéarke aufzufmden.

Die losliche Starke.

Wenn man mit der l6slichen Stérke arbeiten will, so
muss man vor Allem genau bestimmen, was man unter diesem
Namen versteht, weil mit dem Namen «l6sliche Starke» und
Amylodextrin mitunter ganz verschiedene, mitunter aber die-
selben Substanzen bezeichnet werden, wie wir aus der ein-
schldagigen Litteratur leicht ersehen kdnnen.

So z. B. lesen wir bei Beilstein,?) dass man amorphe
losliche Starke von der krystallisirten, die auch Amylodextrin
genannt wird, unterscheidet. Nach Reichardt ist losliche
Starke in 40 Theilen Wasser loslich, nach Zulkowskys3) ist
sie sehr leicht in warmem Wasser l6slich.

Nach Musculusd) unterscheidet sich amorphe l6sliche
Starke vom Amylodextrin dadurch, dass die erste kein Reductions-
vermogen fur Fehling’sche Losung besitzt. Nach Brown und

1) Es stammt von Bender u. Hobein in Minchen.

2) Handbuch der organischen Chemie, Bd. I, 1082.

3) Ueber die Einwirkung des Glycerins auf Starke bei hoheren
Temperaturen. Sitzungsber. d. Wien. Akad. 72 B. 384.

4) Remarques sur la transformation de la matiére amylacée en
glucose et dextrine. Ann. chem. et phys. (3). 60 B. 203.
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Morris ist Amylodextrin von der l6slichen Starke verschieden, es
wird durch Jod braun geférbt und reducirt Fehling’ sehe Ldsung.

Wir lesen bei Tollens = «Nach der zuerst eintretenden
Verflussigung der Starke hat man in der Ldsung sogenannte
losliche Starke, Amylodextrin, Amidulin, welche mit Jod noch
intensive blaue Farbung gibt.» Lintner und Drill betrachten
losliche Starke als Gemenge. Nach Lintner kann man mit
Diastase eine 20 °/oige Stérkelosung bereiten. Losliche Stérke
soll in kochendem Wasser ausserordentlich Ioslich sein.  Aus
20 bis 30°/oiger Losung kann sie sich angeblich in Sphéro-
krystallen abscheiden.

F. W. Kusterd sieht sich aus physikalischen Griinden
zu der Ansicht geflihrt, dass die geloste Stérke keine Ldsung
der Starke im Wasser, sondern nur eine Emulsion der ge-
quollenen Starke darstellt.  Zu derselben Ansicht gelangt
A. Meyer. Wicke3) spricht auch, dass es keine wahre
Stéarkelésung ist. Es soll nach ihm nur eine Suspension der
Stérke im Wasser sein.

Es sind, wie wir aus den obigen Citaten ersehen, ganz
verschiedene Substanzen mit denselben Namen bezeichnet. Wir
werden, um allen Missverstdndnissen vorzubeugen, mit dem
Namen «l@sliche Starke» das erste Umwandlungsprodukt der
genuinen Starke bezeichnen. Amylodextrin ist ein Umwandlungs-
produkt der l6slichen Starke und demnach von derselben ver-
schieden. Losliche Starke wird mit Jod rein blau geféarbt und
reducirt Fehling’sehe Ldsung nicht, Amylodextrin wird von
Jod rothbraun geférbt und reducirt schwach Fehling’sche
Ldsung.

Darstellungsversuche. Was die Darstellung der 16s-
lichen Starke anbetrifft, so sind dazu viele Methoden vorge-
schlagen worden.

Nach Lintner und Dull stellt man losliche Stérke, wie
schon oben erwéhnt ist, durch die Wirkung der Diastase auf

1) Handbuch der Kohlehydrate. I. u. Il. Bd.
2) Lieb. Ann. 283 B. 360.
3) Pogg. Ann. 108 B. 359.



Stérkekleister dar. Man soll dabei 20 °/oige Losungen erhalten
kénnen, was ich trotz aller Bemiihung und bei der Beobachtung
aller angegebenen Cautelen nicht zu Stande bringen konnte.
Bei der Wirkung von Diastase bleibt immer ein Theil des
Kleisters unangegriffen, wahrend der andere Theil sich schon
in Zucker umgewandelt hat. Aus einem solchen Gemische
lasst sich losliche Starke nur in sehr spérlichen Quantitaten
rein darstellen und von Erhaltung einer 20 °/oigen Ldsung ist
Uberhaupt keine Bede, weil die l6sliche Starke nur wenig, wie
wir weiter sehen werden, im Wasser ldslich ist. Die Ver-
schiedenheiten der Beobachtungen von Lintner und Dull von
den meirigen lassen sich auf die Weise erklaren, dass die
genannten Autoren nicht die eigentliche 16sliche Starke, sondern
ein Gemisch von Dextrinen, vor Allem das Amylodextrin, in
den Handen hatten und dieses als l6sliche Stérke bezeiebneten.

Das Erwdarmen der Starke mit S&uren, eine Methode, die
technisch angewendet wird, gibt Préparate, die nur mit grosser
Miihe von den reducirenden Substanzen befreit werden konnen.

Nach den Angaben von Marcker wird Starke, mit kleinen
Mengen Wasser auf hohere Temperatur erhitzt, in l6sliche
Starke (Ubergefiihrt. Ich habe eine Reihe von Versuchen in
dieser Richtung angestellt, um eine bequeme Darstellungsmethode
der loslichen Starke aufzufinden.

Aus bester Reisstarke wurde ein 20°/oiger gallertartiger
Kleister bereitet. Er wurde nach dem Erkalten ganz steif und
durchsichtig, aber schwach bléaulich-grin opalisirend. Nach
dem zweistlindigen Erhitzen im Drucktopfe bei 134° hat er
seine gallertartige Consistenz nicht geéndert und nach dem Er-
kalten ist er ebenso steif geworden, wie er vorher gewesen, und
hat nur eine gelbliche Farbe angenommen. Eine Probe wurde
mit Wasser gekocht, wobei sich nur ein Theil l6ste, die Losung
farbte sich mit Jod blau, dann violett und reducirte schwach
Fehling’sche Losung. Die losliche Starke wurde aus diesem
Préaparate durch wiederholte Féllung mit Alkohol nur in sehr
kleiner Ausbeute erhalten. Ein Theil von diesem gelblichen
Praparate wurde noch einmal zwei Stunden lang bei 134° im
Drucktopfe erwarmt, anderte aber seine Consistenz nicht, hat
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sich nur mehr gelb geférbt. Zu diesem Prdparate wurden
einige Tropfen Essigsdure zugesetzt und 1 Stunde im Druck-
topfe bei 134° erwarmt. Die Gallerte wurde dann mit Wasser
gekocht und die losliche Starke daraus in etwas grosserer Aus-
beute erhalten.

10 gr. Reisstarke wurden mit 100 ccm. Wasser verrieben,
mit ein paar Tropfen verdinnter Essigsdure versetzt und beim
Drucke von 3 Atmosphédren im Laufe von zwei Stunden er-
warmt. Es hat sich dabei ein Kleister gebildet, der beim
Erkalten steif wurde, beim Sieden mit Wasser loste sich fast
alles auf. Die Losung reducirte Fehling'sches Reagens nicht.
Daraus habe ich losliche Starke in einer noch grdsseren Aus-
beute bekommen.

10 -gr. Reisstarke wurden mit 100 ccm. 20°/oiger Koch-
salzlésung verrieben, dazu ein Tropfen Essigsdure zugegeben
und zwei Stunden lang unter dem Drucke von 41h Atmo-
spharen erhitzt. Es hat sich dabei alles bis auf einige Flocken
gelost: die Losung reducirte aber stark.

Demnach hat das zweistiindige Erhitzen unter dem Drucke
von 3 Atmosphdren und mit Zusatz von kleinen Mengen
Essigsaure die besten Resultate gegeben. Da aber bei diesem
Verfahren keine vollstindige Umwandlung der Stérke erzielt
wurde und da man dabei sehr vorsichtig verfahren muss, um
die Umwandlung nicht zu weit zu treiben, so wollte ich noch
eine Methode ausprobiren, die in der letzten Zeit von Rilow *)
angegeben wurde.

«20 gr. Aetzkali werden in einer Silberschale in Wasser
gelost. Nachdem die Losung erkaltet ist, figt man zu der-
selben unter stetigem Umrihren 20 gr. reine Kartoffelstérke,
mit Wasser zerrieben, in 3—4 Portionen hinzu. Die Masse-
gesteht sofort zu einem gleichmassigen Kleister. Dieselbe wird
nun zundchst auf dem Wasserbade erhitzt, bis sie dinnflissig
geworden ist, und darauf noch ca. 10 Minuten (ber freier
Flamme im Sieden erhalten. Nach dem Verdinnen und Ab-

0 K. Bttlow, Ueber die dextrinartigen Abbauprodukte der Stérke.
Pfl. Arch. 62 B. 131.
13
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kiihlen wird die Losung unter guter Kihlung mit verdunnter
Essigsdure (21 gr. Eisessig mit der 6—7fachen Menge Wasser
vermischt) schwach angesduert und darauf unter Umschitteln
mit soviel Alkohol versetzt, dass gerade Triibung eintritt. »

Diese Methode gibt nach Bllow sehr gute Resultate, da
die Stérke bis auf einen ganz kleinen Rest in losliche Starke
umgewandelt wird und die Umwandlung nicht zu weit geht, sie
erfordert aber den Resitz grosser Silberschalen. Um in gléser-
nen Geféassen die Umwandlung durchfiihrbar zu machen, habe
ich verdinnte Kalilauge angewendet.

10 gr. Reisstarke wurden mit 100 ccm. 15°/oiger Koch-
salzlésung verrieben, dazu 20 ccm. 30°/oiger Kalilauge zuge-
setzt, so dass die Flussigkeit etwa 5 gr. KOH in 100 ccm.
enthalten hat. Diese Mischung wurde in einem Kolben so
lange gekocht, bis sie ganz diinn geworden war, dann wurde
sie filtrirt, mit Essigséure bis zur schwachsauren Reaction ver-
setzt, mit Alkohol ausgeféllt, im Wasser beim Kochen geldst,
wieder mit Alkohol ausgefallt und mehrmals ausgewaschen.
Dieses Préparat stellte ein weisses Pulver dar, welches in der
Quantitdt von 3 bis 4°/o im Wasser loslich war. Die Ldsung
wurde mit Jod blau geféarbt und reducirte Fehling’sche Losung
nicht. Es hat sich demnach ergeben, dass man silberne
Schalen entbehren kann und dass verdiunnte Kalilauge zur
Losung der Starke genlgt. Es ist dann die Frage entstanden,
ob vielleicht verdlnnte Kalilauge hier, katalytisch wirkend, eine
hydrolytische Spaltung hervorruft. In solchem Falle misste
eine noch viel verdinntere Kalilauge denselben Effect hervor-
rufen. Zur Losung dieser Frage habe ich entsprechende Ver-
suche angestellt und folgende bequeme Darstellungsmethode der
loslichen Stérke ausgearbeitet.

Man verreibt 100 gr. bester Reisstarke mit kleinen
Quantitaten 2 °/oiger Kalilauge und lasst 2—4 Stunden stehen.
Die gleiehmadssig gequollene Masse wird mit kleinen Portionen
von 2°/oiger Kalilauge unter gutem Umrihren versetzt, bis das
Ganze ein Volumen von 600—800 ccm. einnimmt. Die erhaltene
gallertartige Masse wird in einem Kolben so lange im Wasser-
bade unter bestdndigem Umrihren erhitzt, bis sie ganz dinn
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geworden ist, dann auf der freien Flamme 20 bis 30 Minuten
gekocht, filtrirt, mit Essigsaure bis zur schwach sauren Reaction
neutrailsirt und mit dem gleichen Volumen 95°/0igen Alkohols
ausgefallt, wieder geldst, wieder gefallt, in kleiner Menge Wasser
gel6st, in dinnem Strahle unter sehr starkem Umrihren in
eine sehr grosse Menge von absolutem Alkohol gegossen, mit
absolutem Alkohol und Aether ausgewaschen und im Vacuum
getrocknet. Das reine Prdparat bekommt man in einer Aus-
beute von 50—60°/0 der angewandten Starke.

Eigenschaften der l6slichen Starke. Das erhaltene
Préparat war schneeweiss und im wasserfreien Zustande nicht
hygroskopisch, solange es aber nicht vollstdndig getrocknet
war, zog es- stark Wasser an und zerfloss wie Dextrine in
eine durchscheinende schmierige Masse. Es loste sich in kaltem
Wasser in der Quantitdt von 3 °/o auf. Man konnte auch stark
opalisirende, beinahe 4°/oige Ldsungen erhalten. In grosserer
Concentration bildete es mit Wasser kleisterartige Massen, wie
aus Folgendem ersichtlich ist.

2 gr. loslicher Starke wurden mit 20 ccm. Wasser ver-
rieben und aufgekocht. Es entstand ein dicker Kleister, der
beim Erkalten erstarrte. Wenn man auf 2 gr. Starke 25 ccm.
Wasser nimmt, so erhdlt man einen dinnen opalisirenden
Kleister, der beim Erkalten nicht erstarrt. Wenn man dagegen
33 ccm. Wasser nimmt, so filtrirt die erhaltene Flissigkeit
nach dem Erkalten sehr langsam und nur theilweise und
opalisirt stark. Eine kalte 4°/oige Ldsung filtrirt gut, sie opali-
sirt nur wenig. Eine 3°/oige Losung filtrirt leicht, sie opalisirt
fast garnicht mebhr.

Losliche Stéarke ist in 40°/oigem und stéarkerem Alkohol
fast unloslich. lhre Losung farbt sich mit Jod, auch beim
kleinen Ueberschusse von demselben, rein blau; sie reducirt
Fehling’sche Ldsung nicht. Wenn wir eine concentrirte Losung
mit wenig Kupfersulfat und dann mit Natronlauge versetzen,
so bildet sich ein bldulicher Niederschlag, der beim Kochen
nicht geschwarzt wird. Dieses Verhalten wurde von Land-
wehr als eine «charakteristische» Reaction fur Thiergummi
angegeben. Wenn man verdlinnte Ldsung nimmt, so bildet

13~
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sich kein Kupferniederschlag, sondern das Kupferoxyd wird,
wie bei Anwesenheit von Zucker oder Glycerin, in L&sung
gehalten.  Losliche Starke dialysirt nicht, sie wird durch
Ammonium-, Magnesium- und Natriumsulfat ausgesalzen. Bei
Séttigung ihrer verdinnten Lésung mit Kochsalz fallt sie nicht
aus. Sie wird mit Tannin geféllt, der mit Alkohol ausge-
waschene Niederschlag ist aber im Wasser wieder I6slich und
der Waschalkohol enthdlt das geléste Tannin. Mit Phosphor-
wolfram- und Phosphormolybdénsaure gibt I6sliche Stérke in
verdlinnten Losungen keinen Niederschlag, ebenfalls mit Jod-
queeksilberjodkalium.  Bemerkenswerth ist es, dass losliche
Stérke eine schwache Gelbfarbung, &hnlich der Xanthoprotein-
reaction, zeigt; mit Bleizucker gibt sie keine Fallung, mit
Bleiessig nur eine schwache Tribung, mit Sublimat und Queck-
silbernitrat keinen Niederschlag.

Spaltung der Starke unter der Wirkung von
Alkalien. Es kann keinem Zweifel unterliegen, dass die 10s-
liche Starke schon ein Spaltungsprodukt der genuinen Stérke
ist, demnach ist anzunehmen, dass Alkali auf Stirke eine
spaltende Wirkung ausiibt, und da diese Erscheinung der
diastatischen Spaltung gewissermaassen analog ist, so glaube
ich, dass eine nahere Betrachtung der Spaltungen unter Wirkung
von Alkali an dieser Stelle nicht ohne Interesse sein wird.

Bei Ausflihrung des oben angegebenen Verfahrens zur
Darstellung der I6slichen Starke wird die in der Flussigkeit
befindliche Kalilauge mit Essigsaure neutralisirt. Dies ist aber
nicht nothwendig, weil wir auch durch das wiederholte Fallen
und Auswaschen mit Alkohol die Kalilauge entfernen konnen,
da sie nicht chemisch mit l6slicher Stérke gebunden ist. Wir
nehmen Essigsdure nur deshalb, weil Kaliumacetat weniger
adsorbirt wird und sich leichter auswaschen l&sst, als die
Kalilauge.

Ich habe eine kleine Menge ldslicher Starke auf folgende
Weise dargestellt: 10 gr. Starke wurden mit 100 ccm. Wasser
verrieben, dazu 2 Tropfen von 10°/oiger Kalilauge zugesetzt
und wahrend 30 Minuten gekocht, dann wiederholt mit Alkohol
ausgefallt, mit absolutem Alkohol und Aether gewaschen und
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getrocknet. Dieses Praparat enthielt nur 0,92 °0 Asche und
besass alle Eigenschaften der loslichen Starke. Es kann hier
keine Rede von einer Alkaliverbindung der Stirke sein.

Alkaliverbindungen der Starke wurden von Pfeiffer und
Tollens!) dargestellt. Wir lesen bei diesen Autoren Uber
diese Verbindungen Folgendes: «Wenn man Starke mit kaltem
Wasser umrihrt und Natronlauge hinzufiigt, erh&lt man eine
kaum gelbliche, durchscheinende Gallerte.  Alkohol scheidet
aus der voéllig homogenen Masse einen anfangs sehr zéhen
Korper ab. » «Die erhaltene Substanz reagirt stark alkalisch
und unterscheidet sich durch die Loslichkeit in kaltem Wasser
von der Starke.» «Das Natrium ist sehr lose gebunden und
trennt sich mit Wasser schon theilweise als Natriumhydroxyd,
mit S&uren vollstandig als Natriumsalz ab, so dass man das
Natrium durch Titrirung mit verdlUnnter Schwefelsdure auch
ohne Veraschung der Substanz bestimmen kann und es ungewiss
ist, ob eine Zusammensetzung der Starke mit NaOH oder ein
Eintritt von Natrium in die Stirke wahrscheinlicher ist. »
(S. 288))

Die Autoren haben bei der Darstellung dieser Verbin-
dungen Alkalien als Alkoholate zugesetzt, um grossere Quan-
titdten von W~ asser zu vermeiden. Diese Alkaliverbindungen
der Starke sind so unbestdndig, dass nicht nur das Wasser,
sondern auch die Kohlenséure der Luft sie zu zerlegen vermag.
< Kohlensdure der Luft zersetzt die Verbindung und es bleiben,
wenn letztere dann wieder geldst und gefallt wird, die geringen
entstandenen Mengen Natriumcarbonat theilweise in Losung,
so dass der Natriumgehalt geringer wird.» Ein Préparat,
welches langere Zeit im Trockenschrank verweilte, enthielt nur
1,89°0 Natrium, wahrend der durchschnittliche Gehalt der
Praparate an Natrium —3,4°/0 betrug. Wir lesen ausserdem
in der citirten Abhandlung, dass ein Theil vom neugebildeten
Natriumcarbonat mit dem Niederschlage niedergerissen wird,
was aus dem ungemein grossen Gehalte an Kohlensédure er-

1 Th. Pfeiffer und B. Tollens, Ueber Verbindungen von Kohlen-
hydraten mit Alkalien. Lieb. Ann. 210 B. 285.
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sichtlich ist. Daraus ersehen wir, dass an dem Niederschlage,
welcher jetzt nur theilweise aus einer Alkaliverbindung, theil-
weise dagegen aus der Idslichen Starke bestehen muss, Natrium-
carbonat der Adsorption wegen anhaftet, wir wissen aber, dass
die dtzenden Alkalien in noch héherem Grade adsorbirbar sind.

Die Resultate der Arbeit von Pfeiffer und Pollens
will ich hier nicht im Mindesten bezweifeln. Zweck der ge-
nannten Autoren war die Feststellung der Grosse des Stérke-
molekiils, und wenn auch Alkaliverbindungen der Starke sehr
lose sind, so konnten doch die Vergleichsversuche, um welche
es sich hier hauptséachlich handelte, zuverlassige Resultate geben.
Wir lesen ja in der besprochenen Abhandlung, dass nur bei
ganz Ubereinstimmenden Bedingungen die Ubereinstimmenden
Zahlen (°/o von K) erhalten werden. «Rei unseren Darstellungen
ist stets die Ungewissheit vorhanden, ob wir zwischen den
genannten Klippen des Zuviel- oder Zuwenigerhaltens wvon
Natrium resp. Kalium die richtige Mitte eingehalten haben. »

Flar mich ist in dieser Frage nur das wichtig, dass die
Alkaliverbindungen der Stdrke nur bei ganz bestimmten Um-
stdnden entstehen konnen und bei meiner Darstellungsweise
der loslichen Starke gar nicht existenzfahig sind. Solche lose
Verbindungen mit Alkalien bilden auch andere Polysaccharide,
z. R. Cellulose. «Diese Verbindungen sind gegeniiber dem
Waschen mit Alkohol haltbar, aber Wasser zieht das Alkali
wieder aus. »*§

Das Verhalten der Stdarke gegen die Alkalien ist ganz
analog dem Verhalten gegen die Sduren. «Starke gibt auch,
mit den starken S&uren kalt verrieben, dicken Kleister, wobei
Verbindungen, z. R. Starkeschwefelséuren, entstehen, die leicht
zu Schwefelsdure und Starke,» eigentlich I6sliche Starke,
« zerfallen ».3

Wir sehen aus dem Obigen, dass es gelungen ist, Starke
durch die Wirkung von Alkali in l6slichen Zustand zu bringen,
d. h. zu spalten. Losliche Stérke ist nichts anderes als ein

1) Tollens, 1 c. I. 233.
2) Tollens, 1 c. I. 178.



Produkt der Hydrolyse der Stéarke, das erste Dextrin. Sie kann
aus Starke durch die Wirkung von Diastase, von Sduren, auch
von Wasser (bei hoheren Temperaturen) erhalten werden.
Derselbe Zerfall, dieselbe Spaltung des Starkemolekils wird
durch die Wirkung von Alkalien zu Stande gebracht, nur mit
dem Unterschiede, dass die spaltende Wirkung der S&uren viel
weiter geht, bei den Alkalien hort dagegen die Spaltung auf
der ersten Stufe auf. Kalilauge kann jedoch, obgleich nur
sehr langsam, auch die weitere Spaltung hervorrufen, wie
der folgende Versuch zeigt.

10 gr. bester Reisstarke wurden mit 100 ccm. Wasser
zerrieben, 10 Tropfen 10 proc. Kalilauge zugesetzt und unter
Ersetzen des verdampfenden Wassers 41/s Stunden gekocht. Die
erhaltene Losung reducirte schwach aber deutlich Fehling’sches
Reagens, was beweist, dass sich weitere Spaltungsprodukte
der Starke gebildet hatten.

So viel es mir bekannt ist, ist dies die erste Beobachtung
einer Kkatalytisch-spaltenden Wirkung von verdinnten
Alkalien auf Starke. In dem von Bilowl) angegebenen
Verfahren zur Darstellung der loslichen Starke wurde starke,
concentrirte Kalilauge angewendet. Die eingreifende chemische
Wirkung der concentrirten Kalilauge ist sehr wahrscheinlich
und diese Darstellungsmethode wurde von solchem Standpunkte
aus aufgefasst. Wir haben in unserem Falle es offenbar mit
der katalytiseh-spal tenden Wirkung von sehr verdinnter
Kalilauge zu thun.

Man hat schon frither bemerkt, dass verdinnte Alkalilauge
bei lange dauerndem Erhitzen auf Saccharose zersetzend wirkt.2)
Diese Angabe wurde spater widerlegt,3) obgleich mit Unrecht,
wie ich constatiren konnte. Verdinnte Kalilauge wirkt auch
auf das Inulin, &hnlich den S&uren, spaltend. Inulin gibt be-
kanntlich mit der Fehling’schen Losung keine Reduction,
nach dem léngeren Kochen mit Wasser gibt es aber wohl eine

)Lec
2) Michaelis, J. pr. Ch. 5fi B. 430.
U v. Lippmann, Zuckerarten, 129. Cit. nach Tollens. L c.



Reduction und die verdinnten Sduren spalten es schon nach
kurzem Kochen. Ich habe constatirt, dass auch die verdinnten
Alkalien nach dem kurzen Kochen eine starke Inversion be-
wirken. Es ist von Interesse noch die Beobachtung, dass das
reine Inulin, langere Zeit mit Fehling’scher Losung gekocht,
eine schwache Reduction gibt. Diese Reduction kann nur
daher stammen, dass Inulin unter der Wirkung der Natronlauge
der Fehfing'sehen Losung gespalten wurde. Man begegnet oft
den Angaben, dass dieses oder jenes Kohlehydrat Fehling’sche
Losung erst nach langerem Kochen reducirt: in allen diesen
Fallen kommt wahrscheinlich eine Spaltung, wie in oben an-
geflihrtem Beispiele, zu Stande.

Es ist wahrscheinlich, dass auch die Ueberfuhrung des
Glykogens in Losung, bei welcher man zerkleinerte Leber mit
Kalilauge erwdrmt, auf einer Spaltung beruht. Das Experiment
soll diese Frage entscheiden.

Wir wissen, dass die hydrolytische Wirkung, welche das
Wasser besonders bei den hoheren Temperaturen ausubt, von
der Anwesenheit der freien H-lonen und OH-lonen abhéngig im
Wasser ist. Die ausgezeichnete hydrolytische Wirkung der
verdlinnten S&uren hangt von der Anwesenheit grosser Mengen
freier H-lonen, diejenige der verdinnten Alkalien von freien
OH-lonen ab.

Hydrolytische Processe, welche unter der Wirkung
von Fermenten verlaufen, kann man in zwei Hauptgrupp en
theilen. Zur ersten Gruppe gehoéren diejenigen, welche
durch Zusatz von freien H-lonen, zur zweiten, welche
durch OH-lonen beschleunigt werden. Die ersten sind
die h&ufigsten, als Beispiel kann die Pepsinwirkung dienen.
Als Beispiel der fermentativen Processe letzterer Art dient die
Wirkung von Trypsin.  Pepsin und Trypsin spalten die Eiweiss-
stoffe, in einem Falle geht aber die Spaltung viel weiter als
in dem anderen. Aehnliches Verhalten haben wir in dem
vorliegenden Falle. Stérke wird durch Diastase und verdiinnte
Séuren viel weiter gespalten wie durch die verdiunnten Alkalien.l)

1) Yergl. Hoppe-Seyler, Physiologische Chemie, Berlin 1881.
S. 116—126.
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Es waére interessant, wenn sieh in den Pflanzen*Fermente
fanden, welche die Spaltung der Stdrke in alkalischer Losung
nur bis zur l6slichen Starke zu bringen vermdchten. Man
wirde dann auch diesen Process zur zweiten Gruppe der
hydrolytisch-fermentativen Spaltungen zu rechnen haben.

Ich fihre einige von Anderen gemachten Beobachtungen
an, die an dieser Stelle vielleicht nicht ohne Interesse sein
konnen. Wir lesen bei Lintner:l) «Im Verhalten des Weizen-
fermentes und der Malzdiastase besteht ein bedeutender Unter-
schied insofern, als ersteres Ferment nicht im Stande ist,
Stérkekleister zu verfllssigen.»

J. Dufour?), hat in mehreren Pflanzen eine 16sliche Ver-
bindung gefunden, die mit Jod blau gefarbt, wird und die er
fur losliche Starke erkléart. Er findet, dass Igsliche Stérke von
sehr beschrankter Verbreitung ist. «Unter 1300 untersuchten
Pflanzen fand er sie nur bei etwa 20; sie soll sich fast aus-
schliesslich in der Epidermis finden und zwar bald in allen
oberirdischen Theilen und in betréchtlicher Quantitdt (am
meisten bei Saponaria officinalis), bald auf bestimmte Theile,
besonders die Blithe, oder gar nur auf einzelne Zellen be-
schrénkt. Sie tritt in den jungen Blattern und den Keim-
pflanzen schon friihzeitig auf. In den Zellen findet sie sich
in geldstem Zustande. Sie verschwindet weder bei anhaltender
Verdunkelung noch auch aus abgefallenen Blattern.»

Bei L. Brasse3) lesen wir: «A I'épogue de la germination
les graines sont plutdt alcalines qu’acides. Aujourd’hui on est
donc porté a admettre, que cette modification préliminaire est
accomplie sous l'influence d'un ferment soluble distinct de
I'amylase. »

1) Ueber das diastatische Ferment des ungekeimten Weizens.
Zeitschr. Brauw, 11 B. 497, Ref. im Chem. Ctbl. 18891- 77.

2) Recherches sur I'amidon soluble et son réle physiologique chez
les vegeteaux. C. y. 66 Sess. Soc. Helvet Sc. nat. — Ibid 68 Session. —
Ref. in Botan. Jahresb. 1885. 60 und 1886. 28. — J. Dufour, Notices
microchimiques sur le tissu épidermique des végétaux. Bull. Soc. vaudoise
sc. nat. 22. — Ref. in Botan. Jahresb. 1886, 871.

3) Action de la diastase du malt sur I’'amidon cru. C. rend. 100 Vol. 454.
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OstwalcTsches Thermostat.

Nach der Besprechung der Darstellungsweise und der
Eigenschaften der loslichen Starke, welche ich bei der Priifung
der Wirksamkeit von Diastasepraparaten verwendete, kommen
wir zur Beschreibung der Einrichtung, welche die Erhaltung
einer constanten Temperatur wéhrend der Spaltung erlaubt.

Zur Bestimmung des Wirkungsgrades meiner Diastase-
praparate habe ich nicht die optimale Temperatur von 50 bis
60°, sondern diejenige von 40° gewdhlt. Der Grund lag darin,
dass nach vielen Angaben Diastase bei der optimalen Temperatur
theilweise zerlegt wird, und ausserdem wollte ich mich den

nattrlichen Verhéltnissen néher halten. Das Thermostat habe ich
nach den Angaben Ostwald?g eingerichtet. In diesem Thermo-
state halt sich die Temperatur viel constanterwie in irgend einem
anderen, z. B. bakteriologischen Brutofen u. dergl.D

1) Die Einrichtung dieses Thermostaten ist im «Hand- und Hulfs-
buche zur Ausfilhrung physiko-chemischer Messungen» von W. Ostwald



Der grosse eiserne emaillirte, mit Wasser geflillte Kessel
wird durch eine kleine Flamme (a) erwarmt. Das Wasser
wird in constante Bewegung durch einen mit Windflugeln ver-
sehenen Mischer gebracht. Die Flamme (a) wird mit einem
Ostwaid’sehen Flussigkeitsregulator verbunden. Der Thermo-
regulator ist mit Toluol (b) gefullt; in der Kapillare (c) befindet
sich Quecksilber, welches bei der Ausdehnung des Toluols die
Oeffnung eines kleinen Gaszuleitungsréhrchens (d) schliesst.
Die Einrichtung der Gaszuleitung ist aus der Fig. IV ersichtlich;
e ist das Zuleitungsrohr fur die Reserveflamme; T ist eine
kleine Gasflamme, die die Windflligel in Bewegung setzt. Auf
das Drahtnetz im Wasser werden die mit Blei beschwerten,
mit den paraffinirten Korken versehenen und mit der zu unter-
suchenden Losung geflllten Kolbchen gestellt. Die Temperatur-
schwankungen betragen meistens nicht mehr als 0,1°.  Um die
Empfindlichkeit des Regulators zu erhéhen, gebrauche ich die
auf Fig. V dargestellte Form.

Bestimmung der diastasischen Wirkung.

Um die invertirende Kraft meiner Diastasepraparate be-
stimmen zu koénnen, nahm ich fir jede Bestimmung 2 gr.
losliche Stérke, verrieb sie im Mdrser mit 20 ccm. heissen
Wasser und gab unter Verreiben kleine Quantitdten heisses
Wassers zu, bis Alles eine gleichmdssig dicke Masse geworden
wrar, dann brachte ich es in ein Becherglas, spilte mit Wasser
nach und kochte so lange, bis eine diinne Ldsung erhalten war,
dann kihlte ich es ab, goss in ein Messkdlbchen a 100 ccm.,
spulte nach und fiillte mit Wasser bis zur Marke. Ausserdem
wurde von dem zu untersuchenden Préparate eine Menge von
0,01 gr. nach dem Trocknen bei 60° abgewogen, in 10 ccm.
Wasser geldst und, ohne zu filtriren, mit 50 ccm. der vor-
bereiteten Stédrkeldsung in einem verschlossenen Kélbchen
vermischt. Das Kolbchen wurde in dem Ostwald’schen

beschrieben, 1893. J. S. 70. — Ich gebe hier auf Fig. IV eine Abbildung
von der jetzt im Ostwald’'schen Laboratorium gebrduchlichen Ein-
richtung, um den Lesern das Verstandniss derselben zu erleichtern.



Thermostaten bei 40° C. 8 Stunden lang gelassen. Nach dem
Verlaufe dieser Zeit wurde der Inhalt des Kolbchens aul-
gekocht, um die Wirkung der Diastase zu unterbrechen, filtrirt,
20 ccm. des Filtrates mit 40 ccm. Fehling’scher Lodsung
versetzt und die Menge des beim 5 Minuten dauernden Kochen
abgeschiedenen Kupfers nach Allihn bestimmt. Diese Kupfer-
menge drickt die reducirende Wirkung der Spaltungsprodukte
und mithin die spaltende Kraft des l)iastasepraparates aus.
Man kann auch aus der erhaltenen Kupfermenge die Quantitat
der gebildeten Maltose berechnen, vielleicht aber kann Maltose
nicht das einzige reducirende Spaltungsprodukt bilden.l)
Da nach Allihn 113 Theile Kupfer 100 Theilen Maltose
entsprechen, so missen wir die erhaltene Kupfermenge mit
multipliciren, um das Gewicht der Maltose zu bekommen.

Ausserdem ist zu berechnen, wie viel Procente die gebildete
Maltose vom Gewichte der angewendeten loslichen Starke bildet.

Auf diesem Wege habe ich folgende Zahlen erhalten:
Préparat | bewirkt Bildung! von 43,3 Th. Maltose aus 100 Th. 18sl. Starke.

1 , 482

11 , 60,2

/64,9

v © M\650

) A , 489

Malz, aus welch. Prap. 11 460
dargestellt wurde "
Prap. 1 bei 100°—110° 00
4 Stunden getrocknet ” 10,0

Zum Vergleiche filhre ich hier die Resultate an, die ich
bei anderen stérkespaltenden Préparaten erhalten habe.

Diastase ,,Grubler* bewirkt Bildung von 26,9 Th. Maltose aus 100 Th. I6sl. Starke.

Pankreatin (sehr altes i00 , ” » « 4 r
Préparat) " " 100 ,
Pankreatin (proteolyt. 69

wirksam, altes Prap.) ”

Bis .jetzt habe ich noch nicht die Madglichkeit gehabt,
mehr Bestimmungen zu machen und die Methode in ver-
schiedenen Richtungen auszunutzen. Es ist aber beim ersten
Blicke ersichtlich, dass diese Methode an der Genauigkeit alle

i) Es scheint, dass auch gewisse Dextrine schwach reduciren.
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bis jetzt angewendeten Ubertreffen muss und dass sie bequem
ausfihrbar ist und auch zur Bestimmung diastatischer Wirk-
samkeit einzelner Pflanzentheile mit Vortheil Anwendung finden
kann.

Die Vortheile der Methode sind folgende: Das der
Spaltung zu unterwerfende Préparat wird genau abgewogen und
in vollstdndige Losung gebracht. Wahrend der Wirkung der
Diastase auf die losliche Starke bleibt die Temperatur fast
vollig constant; die Schwankungen betrugen weniger als 0,1°.
Die Quantitdt der unter der Wirkung der Diastase entstandenen
Spaltungsprodukte wird durch das Gewicht des reducirten
Kupfers genau ausgedriickt.

Dieses Verfahren wird, wie ich glaube, bei den kilinftigen
Untersuchungen Uber Diastase und tber dhnliche Enzyme gute
Dienste leisten.

Trennung des Proteinstoffes vom Kohlenhydrate.

Nach dieser Abschweifung gehe ich dazu Uber, die zur
Zerlegung der Diastasepraparate in einen Proteinkdrper und
ein Kohlenhydrat von mir angestellten Versuche naher zu be-
sprechen.

Um die Trennung der Korper, welche in den dargestellten
Praparaten vorhanden waren, zu erreichen und auf diesem
Wege Diastase rein darzustellen, habe ich zuerst das Verfahren
zu benutzen versucht, welches von Bricke zur Darstellung
von Pepsin angewendet wurde. Brlicke stltzte sein Verfahren
auf die Beobachtung, dass Fermente mit gewissen Nieder-
schlagen mitgerissen werden. Wenn z. B. in einer Pepsin-
I6sung ein Cholesterin- oder ein Calciumphosphat-Niederschlag
erzeugt wird, so reisst er das Pepsin mit nieder. Ich be-
obachtete jedoch noch im Jahre 1893, als ich im Drechsel’schen
Laboratorium mich bemdiht habe, Pepsin nach Briicke dar-
zustellen, dass bei Erzeugung des Niederschlages von Calcium-
phosphat nur ein Theil des Pepsins mit niedergerissen wurde,
weil die*Mutterlaugen stark peptisch wirkten. Nach diesem
Verfahren bekam ich schliesslich eine kleine Menge von nicht
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sehr stark wirkender Pepsinlésung. Auch ein mit verdiinnter
Essigsdure erzeugter Gaseinniederschlag riss nur einen Theil
des Pepsins mit nieder. Die jetzt mit Diastase angestellten
Versuche haben das gleiche Verhalten ergeben.

Eins von den wirksamen Praparaten wurde im Wasser
gelést, mit einer Losung von phosphorsaurem Kalium und
tropfenweise bis zur kaum merkbar alkalischen Reaction mit
Kalkwasser unter Umrihren versetzt; der entstandene Nieder-
schlag wurde mit Wasser gewaschen und in 0,028 proc. Salz-
sdure gelost; die Losung wirkte nicht sehr stark diastatisch
und gab Millon’sche Reaction. Die Mutterlauge von der
Fallung wirkte gleichfalls diastatisch, so dass es ersichtlich
war, dass nur ein Theil des Fermentes mit dem Niederschlage
mitgerissen worden war.

Dieses Anhaften der Diastase an den Niederschlagen, mit
welchen sie doch nicht chemisch gebunden ist, muss auf dem
Adsorptionsvorgange beruhen. Diese Adsorbirbarkeit der Dia-
stase, wie auch der anderen Enzyme, gehort jedenfalls zu ihren
charakteristischen Eigenschaften. Ich suchte die Mittel, um
diese Adsorbirbarkeit zur Isolirung der Diastase anzuwenden.
Die Filtration durch eine Tonzelle schien dazu geeignet zu sein.
Man konnte erwarten, dass Diastase durch die Adsorption an
den porésen Wandungen der Zelle bei der Filtration zuriick-
gehalten wird. Eine schwach opalisirende Losung eines Pré-
parates wurde durch eine Chamberland-Kerze filtrirt. Es hat
sich sofort gezeigt, dass die Filtration nur sehr.langsam vor
sich geht. Im Laufe von mehreren Stunden habe ich ca. 100 ccm.
vom Kklaren, nicht opalisirenden, Filtrate gesammelt. Das Filtrat
zeigte aber dieselben Eigenschaften wie eine sehr verdinnte
Losung des angewendeten Préparates. Der nichtfiltrirte Rest
war stark opalisirend und enthielt auch das Gemenge des
Kohlenhydrates mit dem Proteinstoffe. Auf diesem Wege konnte
demnach die Trennung nicht bewirkt werden.

Dann habe ich Knochenkohle angewendet, welche aut
viele Stoffe adsorbirend wirkt. Man konnte vermuthen, dass
auch Diastase an der Knochenkohle haften wird. Ich habe
eine LOsung vom Préparate A mit einer grossen Menge sehr
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sorgféltig gereinigter Knochenkohle versetzt, gut geschittelt
und bis zum nadchsten Tage stehen gelassen. Die von der
Kohle abfiltrirte Losung bestand aus demselben Gemische wie
das ursprungliche Praparat und wirkte diastatisch. Die Kohle
adsorbirte thatsachlich einen Theil der Substanz, es wurden
aber die beiden gemischten Korper adsorbirt. Mehrfache Wieder-
holungen des Versuches ergaben dieselben Resultate. Demnach
hat es sich erwiesen, dass mit Hilfe der Adsorption die ge-
wuinschte Trennung nicht bewirkt werden kann.

Man konnte denken, dass das Bleiacetat, mit welchem
Wrtz so gute Resultate bei der Papayotindarstellung erzielte,
auch in diesem Falle eine Trennung bewirken wiirde. Da aber
in der Losung meiner Préparate Bleizucker keinen Niederschlag
und Bleiessig nur eine Tribung hervorbrachte, so konnte von
der Trennung auf diesem Wege keine Rede sein.

Eine vollstdindige Trennung wurde dagegen durch die
Anwendung des Bricke-Kulz’schen Verfahrens erzielt, welches
so gute Dienste bei der Trennung des Glykogens von den
Proteinstoffen leistet. Eines von meinen Préparaten wurde im
Wasser geldst und tropfenweise mit verdinnter Salzsdure und
einer Losung von Jodquecksilberjodkalium versetzt, bis keine
Fallung mehr entstand. Der volumindse, stark gequollene, Nieder-
schlag wurde abfiltrirt und mit schwach angeséuertem Wasser
ausgewaschen, was sehr langwierig war. Man musste ferner
bei der Fallung sehr vorsichtig verfahren, weil bei gewissem
Uebersehusse vom Reagens ein Theil des Niederschlages sich
wieder loste oder so stark quoll, dass er durch die Filterporen
ging, und dieses Uebel war dann unverbesserlich. In dem er-
haltenen Niederschlage befand sich ein Proteinstoff (S. 206)
und im Filtrate ein dextrinartiges Kohlenhydrat, welches dem-
nach mit Magnesiumsulfat mitausgeféllt wurde.

Ich versuchte auch den Proteinstoff vom Kohlenhydrate
mittelst Phosphorwolframsdure zu trennen. Dieser Process bietet
aber noch viel grossere Schwierigkeiten und erfordert grosse
Vorsicht, weil aus nicht sehr verdiinnten L&sungen auch das
Kohlenhydrat mitniedergeschlagen wird.
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Das Kohlenhydrat.

Wie fruher erwéhnt wurde, ist ein Kohlenhydrat in dem
Filtrate von dem mit Bricke’s Reagens erhaltenen Nieder-
schlage enthalten. Dasselbe wurde mit Alkohol ansgeféllt, im
Wasser gelost, wieder geféllt und mit Alkohol und Aether aus-
gewaschen. Es stellte ein schneeweisses Pulver vor, welches
im trockenen Zustande nicht hygroskopisch war, wenn es aber
nicht vollstandig getrocknet wurde, so zerfliesst es in eine durch-
sichtige, schmierige Masse, ganz ahnlich wie manche Dextrine.
Es ist im Wasser und im 50°/oigen Alkohol l&slich, im 60°/0igen
wenig loslich. Wenn aber das Kohlenhydrat sehr salzarm ist,
so kann man es aus den verdlinnten Ldsungen durch Zusatz
von sogar grossen Mengen absoluten Alkohols nicht niederféllen.
Es schmeckt nicht sliss. Seine Losung wird mit Jod nicht
gefarbt und reducirt Fehling'sches Reagens erst nach dem
Erhitzen mit einer Mineralsdure. Seine LOsung dreht die
Polarisationsebene stark nach links. Eine anndhernde Bestim-
mung, die ich mit einem nicht ganz reinen Préparate ausgefiihrt
habe, hat ergeben [«]Jda=—210°. Diese Zahl flhre ich nur
deswegen an, um zu zeigen, dass hier ein Korper von starkem
Drehungsvermdgen vorliegt.

Dieses Kohlenhydrat wird mit Bleizucker und Bleiessig
nur aus sehr concentrirten Losungen geféllt und der erhaltene
Niederschlag l6st sich im Ueberschusse des Reagenses. Mit
Barythydrat wird es geféllt, ebenfalls mit Phosphorwolfram-
sdure aus concentrirten Losungen, und gibt mit Tannin einen
volumingsen Niederschlag, der sich &hnlich verhélt wie ein
Niederschlag der loslichen Starke (S. 192). Es wird aus seiner
waéssrigen Ldsung durch Ammonium- und Magnesiumsulfat aus-
gesalzen und dialysirt nicht.

Um zu erfahren, aus welchen Glukosen das gefundene
Polysaccharid besteht, habe ich Reactionen auf verschiedene
Glukosen angestellt. Bei der Oxydation mit Salpetersdure hat
sich keine Schleimséure, auch keine Zuekersdaure gebildet, was
auf Abwesenheit der Galaktose und Dextrose hinweist. Bei
der Reaction mit Salzséure und Resorcin hat sich keine rothe
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Farbung gebildet, woraus man Uber die Abwesenheit der L&vu-
lose schliessen soll. Eine Probe der in der spéter beschriebenen
Weise erhaltenen Spaltungsprodukte gab nach Erwdrmen mit
essigsaurem Phenylhydrazin keine Fallung, woraus die Ab-
wesenheit des Mannans hervorginge.

Dagegen gab das Kohlenhydrat mit Phloroglucin und
Salzséure eine prachtvolle Pentosenreaction. Demnach lag ein
Pentosan vor. Um zu entscheiden, welche Pentose dasselbe
bei der Inversion liefert, habe ich 10 gr. des Kohlenhydrats
mit verdiinnter Schwefelsdure gekocht, dann die Ldsung von
der Schwefelsdure befreit, auf dem Wasserbade bis zum Syrup
eingedampft, den Syrup mit Alkohol ausgezogen, die alkoholische
Losung eingedunstet, den Rickstand nochmal mit Alkohol aus-
gezogen. Diese alkoholische Losung liess ich dann (ber
Schwefelsdure abdunsten, sie lieferte Krystalle, welche aus
absolutem Alkohol umkrystallisirt wurden. Die grossen farb-
losen, nadelformigen Krystalle schmecken slss, schmelzen bei
derselben Temperatur wie ein Arabinosepréparat.

Bei Bestimmung des specifischen Drehungsvermdgens
erhielt ich folgende Resultate: Eine wassrige Lo6sung, welche
in 14 ccm. Wasser 0,4 gr. trockener Substanz enthielt, drehte
in einem 20 cm. langen Rohr -f- 16,91°; daraus berechnet man
[«]D — -j- 102,4°. Das in bekannter Weise dargestellte Osazon
schmolz bei ca. 155°, wéhrend fir Arabinososazon ein Schmelz-
punkt von 156°—158° angegeben wird.l)

Aus allen diesen Thatsachen mussen wir schliessen, dass
der vorliegende Zucker Arabinose war. Da ich kein anderes
Spaltungsprodukt nachzuweisen vermochte, so komme ich zum
Schluss, dass das in den Diastasepraparaten vorkommende
Kohlenhydrat ein Araban ist.

Soviel mir bekannt, ist dies das erste ldsliche in
den Pflanzen vorkommende Pentosan, welches unter-
sucht wurde. Es waére interessant, seine Bedeutung im Stoff-
wechsel der Gerste zu verfolgen und nach seiner Anwesenheit
in anderen Pflanzen zu forschen.

i) Beilstein, 1 c.
14
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Ber Proteinstoff.

Da das im Vorigen beschriebene Kohlenhydrat nicht
diastatisch wirksam war, so musste die wirksame Substanz
sich in dem durch das Briicke’sche Reagens bewirkten Nieder-
schlage befinden, was sich auch experimentell nachweisen liess.
Es erschien daher angezeigt, die im Niederschlage befindliche
Substanz n&her zu untersuchen.

Zu diesem Zwecke wurde der mit jenem Reagens er-
haltene Niederschlag mit angesduertem Wasser ausgewaschen.
Das Auswaschen ging sehr schwer und langsam, weil der
Niederschlag nicht grobflockig ist, sondern aus feinen, stark
gequollenen Partikeln besteht, welche sich nicht zu Boden
setzen, die Filterporen verkleben und das Auswaschen ungemein
erschweren. Dieses Filtriren und Auswaschen dauert einige
Tage und ist nie so vollstandig, dass nicht Spuren vom Kohlen-
hydrat am Niederschlage haften bleiben. Um aus diesem
Niederschlage Quecksilber und Jod zu entfernen und den Protein-
stoff in die Losung zu bringen, wurde er mit frisch dargestelltem
Silbercarbonat und Wasser in einem gerdumigen Morser ver-
rieben. Das Silbercarbonat wurde In kleinen Portionen solange
zugesetzt, bis eine kleine Menge der abfiltrirten Flissigkeit keine
Jodreaction gab. Der freie Proteinstoff ging, wenn auch nur
schwer und unvollstdndig, in Lésung und filtrirte sehr langsam.
Das Filtrat enthielt kleine Mengen vom geldsten Silber. Um
sie zu entfernen, leitete ich Schwefelwasserstoff ein, aber das
Schwefelsilber konnte nicht durch Filtration weggeschafft werden,
das Filtrat blieb immer schwarzlich. Um die Ldsung zu reinigen,
versetzte ich sie mit Alkohol und léste den mit Alkohol aus-
gewaschenen Niederschlag im Wasser. Das Schwefelsilber ist
ungeldst geblieben, aber auch ein Theil des Proteinstoffes loste
sich nicht wieder. Die Losung filtrirte sehr schwer, sie opali-
sirte und war graulich gefarbt. Die in kleiner Menge erhaltene
Flussigkeit wirkte stark verzuckernd auf die losliche Starke
und gab Proteinreactionen, und zwar Millon’sehe und Xantho-
proteinreaction, die Biuretreaction war undeutlich wegen der
graulichen Farbe der Losung. Die Darstellung dieses Protein-
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stoffs ist, wie wir sehen, mit sehr grossen Schwierigkeiten
verbunden, und es ist mir deshalb bis jetzt nicht gelungen,
ein ganz reines wirksames Préparat zu erhalten.

Die Darstellung des Proteinstoffs aus dem Phosphor-
wolframsdure-Niederschlage ist noch schwieriger und liefert
eine sehr unreine Losung (S. 203). Der Phosphorwolframsaure-
Niederschlag gab nach der Zerlegung eine kleine Menge Flussig-
keit, die, wenn auch nicht stark, diastatisch wirkte und Protein-
reactionen gab. Wegen der grossen Schwierigkeiten wurde
dieser Weg verworfen.

Zur Darstellung von grosseren Quantitaten dieses Protein-
stoffes konnte die oben beschriebene Methode, welche im
Uebrigen. einen Beweis der proteinartigen Beschaffenheit von
Diastase gebracht hat, dazu nicht verwendet werden, weil sie
zu grosse Schwierigkeiten darbietet und doch kein vollstandig
reines Praparat liefert. Ich habe in Folge dessen eine Ldsung
des Préparates A mit verdinnter Schwefelsdure gekocht, wobei
sich, wie fruher schon erwéhnt wurde, eine Proteinsubstanz
ausschied, und den Niederschlag sorgféltig ausgewaschen. Der
flockige Niederschlag liess sich mit Wasser ziemlich leicht aus-
waschen. Das Auswaschen dauerte so lange, bis sich im Filtrate
kein Kohlenhydrat mehr nachweisen liess. Dieses Préaparat
wurde zu den weiter beschriebenen Spaltungen benutzt. Es
l6ste sich in verdiinnter Natronlauge und fiel bei Neutralisation
mit Séure aus. Es war gelb gefarbt und gab deshalb die
farbigen Eiweissreaetionen nicht sehr deutlich.

Die von mir erhaltenen urspringlichen Préparate, welche
ein Gemisch vom Kohlenhydrate mit dem Proteinstoffe bildeten,
waren fast vollstdndig, wenn auch schwer, im Wasser [6slich.
Das Préparat A war aber nicht ganz loslich. Der unlésliche
Theil stellte nach dem Auswaschen mit Wasser einen Protein-
stoff vor. Er quoll im Wasser sehr stark auf und &usserte
in diesem Zustande eine diastatische Wirkung. Von diesem
Praparate habe ich fir Spaltungsversuche grosse Mengen
gesammelt.

Die beiden Proteinstoffe, der I6sliche und unlgsliche, kénnen
eine und dieselbe Substanz sein. Ich habe ndmlich constatirt,

14~
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dass der losliche Proteinstoff durch die Wirkung von Alkohol
an seiner Loslichkeit stark einbisst. Wéhrend der Darstellung
des urspriinglichen Praparates blieb nach jeder Behandlung mit
Alkohol ein Theil des Niederschlages unldslich. Da diese un-
loslichen Reste aus einer Proteinsubstanz bestanden, so wurden
die Niederschldge immer armer und drmer an der Proteinsubstanz.
Auch die von Anderen gemachten Beobachtungen weisen darauf
hin, dass die diastatisch wirksame Substanz durch die Wirkung
von Alkohol allméhlich an der Loslichkeit einbiisst. Es ist
sehr mdglich, dass der unldsliche Proteinstoff im Praparate A
ein nur in dieser Beziehung veranderter loslicher Proteinstoff
ist, worauf auch die Darstellungsmethode hinweist. Beide
wirken diastatisch, der unldsliche musste aber aus ersichtlichen
Griinden weniger rein sein. Der Stickstoffgehalt des unléslichen
Proteinstoffes betrug 15,3% und der des loslichen 16,2%. Die
vollstandige Elementaranalyse schien zwecklos, weil die unter-
suchten Substanzen aschehaltig und demnach nicht vollstandig
rein waren. Dagegen habe ich die Produkte untersucht, welche
bei der Spaltung derselben mit Salzséure entstehen.
Spaltung der Proteinstoffe. Spaltungen der erhaltenen
Proteinstoffe habe ich zu dem Zwecke vorgenommen, um zu
erfahren, ob ihre Spaltungsprodukte qualitativ und quantitativ
denjenigen gleich sind, welche man bei der Spaltung anderer
Proteinstoffe bekommt. Die dabei erhaltenen Resultate theile
ich im Folgenden mit, obwohl dieselben unvollstandig sind,
weil ich eine relativ geringe Materialmenge zur Verfligung hatte.
Ca. 30gr. vom unléslichen Proteinstoffe wurden nach
dem Verfahren von Hlasivetz und Habermann mit 20°/oiger
Salzséure unter Zusatz von wenig Zinnchlorid drei Tage lang
gekocht; nach dem Erkalten wurde die Flissigkeit durch Ein-
leitung von Schwefelwasserstoff von Zinn befreit und hierauf
zur Entfernung des grossten Theils von Salzsdure bis zur Syrup-
consistenz eingedunstet. Der Syrup wurde mit Wasser ver-
dinnt und mit Phosphorwolframsdure versetzt. Es bildete
sich ein nicht sehr starker Niederschlag, welcher Ammoniak
und organische Basen enthielt. Die bei der Zerlegung des
Niederschlages mittelst Barytwassers und reiner Kalkmilch er-



haltene Basenldésung behandelte ich, um daraus Arginin zu
gewinnen, nach der von Hedinl) angegebenen Vorschrift. Es
gelang mir aber nicht, ein schwer Igsliches Silbersalz, welches
im Verhalten dem von Hedin beschriebenen basischen Arginin-
silbernitrat entsprach, zu erhalten; aus der Lésung krystallisirte
nur ein im Wasser leicht lsliches Salz, Uber dessen Natur
ich nahere Angaben vorlaufig nicht machen kann.

Das Filtrat vom Phosphorwolframsaure-Niederschlage
wurde zur Entfernung der tberschiissigen Phosphorwolframsaure
und eines Theils der Salzsédure mit Barytwasser und Bleizucker
versetzt und schliesslich durch Behandeln mit Silberoxyd vom
letzten Best der Salzsdure befreit. Aus dem mit Hilfe von
Schwefelwasserstoff vom gelosten Silber befreiten Filtrate
krystallisirten nach dem Einengen Tyrosin und Leucin nach-
einander aus. Sie wurden durch ihr Aussehen unter dem
Mikroskop und durch ihre Beactionen charakterisirt. Die von
den Leucinkrystallen abfiltrirte Mutterlauge wurde nicht né&her
untersucht.

Vom l6slichen Proteinstoffe wurden '4 gr. mit 20°/oiger
Salzséure auf die gleiche Weise gespalten und in den Spaltungs-
produkten kleine Mengen von Ammoniak und organischen Basen
und relativ grosse Mengen Amidosduren gefunden. Tyrosin und
Leucin sind in Krystallen erhalten und in der gleichen Weise wie
fur den unlgslichen Proteinstoff identificirt worden.

Ich hoffe, dass es mir gelingen wird, grdssere Mengen
von den Proteinstoffen zu sammeln, um die Spaltungsprodukte
naher qualitativ und quantitativ untersuchen zu konnen.

Verdauungsversuche mit Diastase.

Da man die proteinartige Natur der Diastase vermuthen
konnte, so war es angezeigt, die Wirkung der verdauenden
Agentien auf Diastase zu priifen. Zu diesem Zwecke habe ich
zuerst Versuche mit Natronlauge und Salzsdure angestellt, um zu
bestimmen, in welcher Concentration diese Agentien fiir Diastase
unschadlich sind.

1) Hoppe-Seyler’s Zeitschrift 21 R. 296.
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In drei Probirgldschen wurden gleiche VVolumina von der
Losung des Préparates Il gebracht, in eins von diesen Probir-
glaschen das gleiche Volumen von I°/oiger, in das zweite von
0,1°/oiger und in das dritte das gleiche Volumen Wasser zugesetzt.
Nach achtstiindigem Erwérmen auf40° wurde mitverdinnter Salz-
sdure genau neutralisirt, in jedem Glaschen ein paar Tropfen
Starkeldsung zugefiigt und (ber Nacht bei 40° stehen gelassen.
Im ersten Probirglaschen fand keine Spaltung statt und im zweiten
eine nur wenig schwéchere, wie im dritten. Daraus folgt, dass
0,5°/oige Natronlauge auf Diastase zerstdrend wirkt, 0,05°/oige
aber nicht. Dann habe ich 0,05 °/oige Lauge mit dem gleichen
Volumen Diastaseldsung gemischt, dazu ein paar Tropfen einer
wirksamen Trypsinldsung zugefiigt und konnte nach 8 Stunden
constatiren, dass das Trypsin in einer ca. 0,02°/oigen Natron-
lauge auf Diastase nicht gewirkt hat, weil diese Flissigkeit
nach der Neutralisation Starkeloésung stark spaltete. Um die
Wirkung der Salzsdure auf Diastase zu prifen, habe ich
0,28°/oige, 0,028 °/oige und 0,014 °/oige Salzsdure in gleichen
Volumen mit I°/oiger Losung des Préparates IV gemengt, nach
24 stdndigem Stehen bei 40° neutralisirt und mit Starke-
losung auf ihre Wirksamkeit geprift. Alle Proben waren
diastatisch wirksam, nur die erste wirkte schwach. Es hat
sich demnach erwiesen, dass in den zwei letzten Proben die
Diastase nicht angegriffen wurde. Dann habe ich in zwei Probir-
glaschen 0,028°/oige und 0,014°/oige Salzsdure mit -gleichen
Volumen 1°/0iger Losung des Préparates IV gemengt, dazu je
zwei Tropfen einer stark wirksamen 5°/0igen Pepsinlésung
zugeflgt, 48 Stunden bei 40° stehen gelassen, neutralisirt und mit
Starkelésung 8 Stunden bei 40° gehalten. Mit Fehling’scher
Losung entstand keine Reduction, was darauf hinweist, dass
die Diastase zerstort wurde.

Aus diesen vorlaufigen Versuchen, welche auch die
Beobachtungen von anderen Autoren bestdtigen, koénnen wil-
den Schluss ziehen, dass Diastase in sehr schwach alkalischer
Losung durch Trypsin nicht zerstort, in sehr schwach saurer
Losung durch Pepsin aber wohl zerstért wurde.
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Was ist Diastase?

Wie ich gezeigt habe, wird die wirksame Substanz meiner
Diastasepraparate durch Bricke’sches Reagens gefallt. Aus
dem Niederschlage vermochte ich nur eine Proteinsubstanz zu
isoliren. Ich habe ferner gezeigt, dass die wirksame Substanz
meiner Praparate nicht dialysirbar war und durch Magnesium-
sulfat ausgesalzen wurde; Halt man alle diese Beobachtungen
zusammen, so muss man zu der Ansicht kommen, dass Dias-
tase ein Proteinstoff ist. Das Verhalten der Diastase gegen
Pepsin spricht auch fir ihre Proteinnatur.

Man wird vielleicht noch einwenden, dass einem an und
fur sich unwirksamen Proteinstoffe dusserst kleine Mengen des
wirklichen Enzyms anhafteten. Gesetzt aber, dass es so ware,
so wirde doch dieses wirkliche Enzym durch Bricke’sches
Reagens vollstandig ausféllbar, durch Magnesiumsulfat aus-
salzbar, nicht dialysirbar und von gleichem Verhalten gegen Wein-
geist wie der gefundene Proteinstoff sein, mit einem Worte,
es wurde, wenn nicht derselbe, so doch ein dem von mir nach-
gewiesenen Proteinstoffe sehr &hnlicher Korper sein. Sollten
diese Griinde nicht (berzeugend sein, so mussten wir mit
Arthusl) zum Schlisse gelangen, dass Enzyme unfassbar sind,
dass sie keine Stoffe, sondern nur Eigenschaften der Stoffe
sind. Wenn dies aber von einem gewissen speculativen Stand-
punkte aus auch richtig sein kdnnte, so ist doch der beschriebene
Proteinstoff ein Tréger der enzymotischen Krafte und wir
konnen diesen Trager mit dem Namen <Diastase», «Enzymy,
bezeichnen.

Man hat oft gegen die Vermuthung, dass Enzyme Protein-
stoffe sind, einige von Bricke mit dem Pepsin gemachten
Erfahrungen als Beweis angefiihrt. Ich habe schon oben (S. 201)
gezeigt, dass die von Bricke benutzte Adsorbirbarkeit, wenn
sie auch fur Enzyme charakteristisch ist, diesen Kérpern doch
nicht in so hohem Grade eigen ist, wie es Bricke vermuthet
hat. Bricke hat Pepsinlosungen erhalten, die nur undeutliche
Eiweissreactionen gaben. Er hat aber die Anwesenheit des

i) L c
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Pepsins nur durch seine verdauende Wirkung constatirt und
diese Wirkung auch nicht quantitativ gemessen. Wir werden
gleich sehen, dass bei sehr grosser Verdiinnung Enzyme nur
ihre spaltenden Eigenschaften aufweisen, weil diese Reaction
die empfindlichste ist, sodass, wenn bei der fortschreitenden
Verdiinnung alle anderen Reactionen versagen, diese Wirkung
noch hervortritt. Es macht dann auf uns den Eindruck, als
ob in der Losung kein Proteinstoff mehr, sondern nur ein Enzym
enthalten sei. Im Folgenden ist ein Uberzeugender Beweis
daflr beschrieben. Ich habe bei der Darstellung der Diastase
ein Praparat dialysirt und dabei bemerkt, dass die dialysirte
Flussigkeit diastatisch wirkte, wahrscheinlich nur deshalb, weil
unsichtbare Oeffnungen im Pergamentpapiere vorhanden waren,
und ich wollte mich Uberzeugen, ob viel Substanz auf diese
Weise verloren gegangen war. Die &ussere Fllssigkeit gab
aber keine Proteinreactionen. Als ich jedoch ein halbes Liter
dieser Flissigkeit eindunstete, blieb ein kleiner Riickstand, der
Millon’sehe und Xanthoproteinreaction gab, die Biuretreaetion
war undeutlich: dies ist aber mit dem urspriinglichen Praparate
auch der Fall gewesen. Also konnte die Proteinsubstanz in
dieser diastatisch wirkenden Flissigkeit durch ihre gewohn-
lichen Reactionen nicht nachgewiesen werden.

Wir schliessen die Diskussion mit den eigenen Worten
von Brucke.l) Die von ihm erhaltene Pepsinlosung gab keine
Xanthoprotein-, Liebermann’sche und Pettenkofer’sche Reaction;
«vom Platinchlorid wurde sie deutlich getriibt und starker noch
durch basisches und durch neutrales essigsaures Blei.» «Man
kann gegen diese Versuche einwenden, dass man ja nicht wisse,
in wie kleinen Quantitdten das Pepsin wirksam sei, und des-
halb auch nicht wissen konne, ob es in der untersuchten
Flussigkeit trotz ihrer Wirksamkeit nicht in so geringer Menge
vorhanden war, dass es sich durch chemische Reagentien nicht
nachweisen liess. Ich muss die Berechtigung dieses Einwurfs
um so mehr anerkennen, als ich direkt durch Auflésung des

1) Beitrdge zur Lehre von der Verdauung. Sitzungsber. d. Wien.
Akad. 43 B. 607.



Spitzbeutelinhaltes in {berschiissiger Phosphorséure oder in
Salzsdure, oder durch Zerlegen desselben mit Oxalséure Flussig-
keiten gewonnen habe, von denen ein Tropfen in 5 ccm.
Wasser vertheilt, eine hineingeworfene Fibrinflocke binnen
10 Minuten loste».

Eigenschaften der Diastase.

Wenn ich jetzt die aus der ganzen Untersuchung er-
haltenen Erfahrungen Uber die Eigenschaften der Diastase
zusammenstelle, so komme ich zu dem Resultate, dass Diastase
im Wasser schwer 16slich ist, leicht quillt und opalisirende,
schwer filtrirbare, durch die Tonzelle nur theilweise durch-
gehende und nicht dialysirbare Ldsungen bildet. Die durch
die Tonzelle filtrirte Losung ist nicht opalisirend. Die meisten
Niederschldge, welche mit der Diastaselésung durch verschiedene
Agentien erhalten werden, sind gequollen und nur schwer
filtrirbar. Diese Eigenschaft scheinen auch die anderen Enzyme
zu besitzen. Im 45°/oigen, meistens auch im 50°/oigen Alkohol
ist sie l6slich und durch 60—70°/oigen fallbar. Die Loslichkeit
im Alkohol héngt vom Salzgehalte der Flissigkeit ab. Je
weniger Salze sie enthdlt, desto schwieriger wird die Diastase
ausgefallt. Dieselbe Erscheinung bemerken wir auch bei den
anderen Enzymen. Diastase gibt eine deutliche Millon'sche
Reaction, gibt sehr leicht, schon in der Kalte, Xanthoprotein-
reaction, gibt Liebermann'sehe Reaction, mit Essigsédure und
Ferrocyanat eine Triibung, mit Salpetersaure eine solche, die
im Ueberschusse der S&ure loslich ist. Mit Sublimat gibt sie
eine Tribung, die in der Kochsalzlésung l6slich ist, mit Blei-
zucker keinen Niederschlag, mit Bleiessig nur eine geringe
Tribung, mit Phosphorwolfram- und Phosphormolybdansaure
gibt sie flockige Niederschlage, ebenfalls mit Tannin.  Mit
Quecksilberkaliumjodid fallt sie in Form einer gequollenen
Verbindung nieder. Diastase ist mit Magnesiumsulfat und
Ammoniumsulfat aussalzbar. Sie koagulirt beim Kochen nicht,
wird mit Essigsdure in der Kélte und in der W drme nicht
ausgefallt, durch verdlnnte Salzsdure wird sie beim Kochen
ausgefallt, kalt nur dann, wenn die Salzsédure nicht zu ver-



dinnt ist. Diastase wird durch sehr verdinnte S&uren und
Alkalien nicht angegriffen, das Trypsin wirkt auf sie nicht,
dagegen das Pepsin zerstort ihre Wirksamkeit.

Allen diesen Eigenschaften nach steht Diastase den Al-
bumosen ziemlich nahe, was auch nach den Ergebnissen der
zuverldssigeren Arbeiten fir manche anderen Enzyme qgilt.

Kritische Bemerkungen.

Bei Durchsicht der betreffenden Litteratur begegnen wir
zahlreichen Mittheilungen uber Diastase, wir finden viel Werth-
volles darin, daneben treffen wir aber auch ganz irrefiihrende
Angaben, und in keiner Arbeit finden wir einen experimentellen
Beweis fiir die proteinartige Natur der Diastase. Wir werden
jetzt einen kurzen Ueberblick (ber diese Angaben im Lichte
der vorliegenden Forschung geben, wobei sich zeigen wird,
dass keiner von den Forschern, die mit Darstellung von Dia-
stase beschaftigt waren, eine Trennung derselben von dem
beigemengten Arabane durchgefihrt hat. Man begegnet ja
keiner Angabe Uber Existenz dieses Polysaccharids. Es folgt
aus den Angaben, die ich in der Einleitung Uber die von den
verschiedenen Forschern angewendeten Darstellungsmethoden
angegeben habe, dass in allen ihren Préparaten ein Gemenge
von mindestens zwei Korpern, der Diastase und des Arabans,
vorhanden sein misste. Da im Allgemeinen das Ausziehen
und Fallen mit Alkohol, das Aussalzen, Dialysiren, Fallen mit
dem Calciumphosphat und Behandeln mit Bleiessig bei der
Darstellung angewendet wurden, so folgt aus meinen Versuchen
Uber diese Methoden, dass alle bis jetzt erhaltenen Diastase-
praparate kaum reiner als diejenigen, welche ich urspring-
lich (S. 181) erhalten und analysirt habe, sein konnten.

Payen und Persozl)2 von denen die Bezeichnung Dia-
stase» stammt, haben bei den wiederholten Féllungen mit

) Lc

2) Payen et Pesoz. Mémoire sur I'amidone (substance intérieure
de la fécule) et suite de recherches sur la diastase. Ann. de chim. et
de pharm. (2). 56. 1834 J. 337. — «Les solutions du tannin en pro-



Alkohol einen Theil der Diastase in unléslichen Zustand Uber-
gefiihrt. Das Araban 16ste sich mit Diastase im Wasser und
wurde mit dem Alkohol wieder mitausgefallt, so dass diese
Autoren schliesslich  stickstoffarme Préparate erhielten, die
dhnlich wie mein Préparat A zum grossten Theil aus dem
Araban bestehen mussten. Deshalb haben sie den Schluss
gezogen, dass Diastase stickstofffrei sei. Die von ihnen be-
schriebenen Eigenschaften der Diastase stimmen mit den-
jenigen meines Praparates A (berein. Sie haben schon bemerkt,
dass «Diastase mit Bleiessig nicht gefallt wird» (S. 75). lhre
Beobachtung, dass Diastase mit Tannin geféllt wird,) wurde
spater von Jentysl) und jetzt von mir bestdtigt. Auch ihre
Beobachtung 'Uber Verhalten der Diastase gegen Thierkohle
stimmt mit der meinigen ziemlich Uberein.2)

Das «Maltin» von Dubrunfautd) musste zweifellos auch
ein durch Araban verunreinigtes Préparat der Diastase sein,
was wir aus dem Befunde dieses Autors ersehen, dass mehr-
mals mit Alkohol umgefélltes Enzym immer weniger wirksam
wurde und jedesmal einen ungeldsten Theil zuriickliess, welcher
stark wirksam war. «Die lgslichen Praparate enthielten 6—7 °/o
Stickstoff.» «Ohne Zweifel war es diese Thatsache, durch
welche die Entdecker des Diastas irre gefiihrt worden waren,
als sie die Beobachtung aufstellten, dass das vollkommen ge-
reinigte Diastas stickstofffrei sei.» Das «Maltin» wirkte starker
als «Diastase» von Payen und Persoz, weil es mehr vom

portions suffisantes paralysent complétaient la réaction de la diastase,
aussi ne s'en trouve-t-il que trés peu ou point dans les parties des vé-
gétaux ou s'accomplit la transformation de la fécule» (S. 340).

1) Stefan Jentys. O przeszkodach utrudniajacych wykrycie dia-
stazy w lisciach i Lodygach. Rozpr. Akad. Umiejetn. Krak. 1893.

2) «Les solutions brutes contenant de la diastase peuvent étre
épurées non seulment par une température de 75° centésimaux, qui
coagule certaines matiéres organiques, mais encore par une filtration
sur le charbons d'os, qui élimine les substances colorantes sans pré-
cipitée la diastase ni le sucre, ni la gomme, produits de sa réaction»
(S. 368).

3 L c
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wirklichen Enzyme wegen der Kkiirzeren Behandlung mit Alko-
hol enthielt.

Was die Erfahrungen Cohnheim’sl) anbetrifft, welcher
nach Bricke'scher Methode gearbeitet hat, so sehen wir jetzt
klar, dass er sehr verdlinnte Diastaselésung unter den Handen
hatte und nur deshalb «keine Eiweissreactionen» bekam. Nach
dieser Methode hat Sundberg?) ein anderes Enzym, ndmlich
Pepsin, darstellen wollen und bekam eine Ldsung, welche zwar
verdauend wirkte, aber «keine Beactionen gab». Er schliesst
daraus, dass Pepsin kein Eiweissstoff sei, nachdem aber diese
Losung mit 5—6 Volumen Alkohol geféllt wurde, bekam er
einen kleinen Niederschlag, welcher, auf dem Platinspatel ver-
brannt, einen Geruch nach verbrennendem Horne verbreitete.

Bei Zulkowskys3) loste das Glycerin wahrscheinlich neben
der Diastase das Araban aus dem Malze auf. Die wiederholten
Fallungen mit Alkohol haben einen Theil der Diastase unloslich
gemacht, so dass Zulkowsky zu immer stickstoffarmeren Pré-
paraten gelangte, welche «weder Eiweiss- noch Peptonreactionen
zeigten». Es ist interessant, dass auch Zulkowsky bemerkt
hat, dass nach jeder Fallung mit Alkohol ein Theil des Nieder-
schlages unléslich blieb. Was fir Eiweissreactionen Zulkowsky
machte, ersehen wir aus seiner Abhandlung nicht. Wenn
es Biuretreaction war, so ist es ersichtlich, dass dieselbe
durch das ohne Zweifel in grosser Menge in den Zulkowsky-
schen Praparaten vorkommende Araban verdeckt wurde,
wie es auch bei meinen Praparaten der Fall war. Die von
Zulkowsky bei der Ausschittlung des Malzauszuges mit Aether
erhaltene gallertartige Masse bestand zweifellos auch aus einem
Gemische. Ich habe eine Ldsung meines Praparates | mit
Aether ausgeschittelt und bekam dabei in der Grenzschicht
der beiden Flussigkeiten eine gallertartige Emulsion, die jedoch
aus einer Mischung der Diastase mit dem Arabane bestand.
Diese Emulsion entsteht nur in ziemlich concentrirten Lésungen

)1Llc

2) Ein Beitrag zur Kenntniss des Pepsins. Hoppe-Seyl. Zeitschr.

9 B. 319.
3L c
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und ihre Entstehung hangt augenscheinlich davon ab, dass in
solchen Losungen weder Araban noch Diastase vollstandig
geldst, sondern theilweise im Zustande einer sehr starken Quel-
lung sich befinden, und dieser Theil wird dann durch die Aether-
emulsion abgetrennt. Eine ahnliche Erscheinung beobachtete
ich beim Schitteln einer ziemlich concentrirten Caseinlésung
mit Aether.

Lintnerschel) Praparate waren auf dhnliche Weise wie
mein Prédparat A dargestellt und ihre Zusammensetzung musste
demnach eine d&hnliche sein. Sie enthielten wenig Stickstoff
und Lintner hat deshalb Diastase fiir verschieden von den
Eiweisskorpern gehalten, ohne zu wissen, dass der grosste
Theil seiner Préparate aus einem Kohlenhydrate bestand.

Loew?) hat ganz richtig behauptet, dass Diastase ein
Proteinkorper ist, einen Beweis dafiir hat er aber nicht gebracht.
Er hat namlich die Wirz’sehe Methode angewendet, die fiir das
Papayotin gute Dienste geleistet hat, fir die Diastase aber keinen
Nutzen bringen konnte. W(rz hat mittelst Bleiacetat Papayotin
von den anderen Proteinstoffen getrennt. Die Proteinstoffe sind
meistens, wie bekannt, mit dem Bleiacetat fallbar, Papayotin
dagegen nicht. Die Diastase ist auch mit diesem Beagens
nichtféllbar, es ist aber auch der Fall mit dem sie verunreinigenden
Kohlenhydrate. Es ist demnach folgender Satz, welchen Loew
in einer Polemik gegen Lintner gebraucht, nicht ganz zutreffend.
Er sagt: «Meine Erfahrung hat mir ebenfalls gezeigt, dass bei
Anwendung der no6thigen Cautelen diese Methode (Bleiessig)
ein vorzugliches Besultat liefert, und Lintner s Misserfolg muss
auf einem nicht genigend beachteten schadlichen Nebenumstand
beruhen.»3) Loew hat ohne Zweifel &hnliche Gemenge unter
den Handen gehabt, wie es mein Praparat A darstellt, welches
auch die Eiweissreactionen gibt.

Befunde von Kirchhof,d) Bouchardat, Claud Ber-

1) Ueber die chemische Natur der vegetabilischen Diastase. Pfl.

Arch. 40 B. 311.
2 1 c
3) 0. Loew, Berichtigung. Berichte d. deutsch, chem. Ges. 20B. 58.

4 1 C
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nard,l) Seegen und Kratschmer, dass verschiedene eiweiss-
artige Korper diastatisch wirken, sind nicht beweisend, weil
man den Einwurf machen kann, dass an der verzuckernden
Wirkung ihrer Ldsungen Infection durch Bactérien schuld war.

Die Beobachtungen von Brown und Heron?) {ber die
Coagulation der Diastase beziehen sich offenbar auf die die
Diastase verunreinigenden Eiweissstoffe, weil, wie wir wissen,
Diastase selbst durch Kochen ihrer Lésung nicht coagulirt wird.

Hirschfeld3) hat dieselbe Darstellungsmethode wie Loew
angewendet und daher muss er ein Gemisch von Araban
mit der Diastase unter den Handen gehabt haben. Er ist aber
zum entgegengesetzten Resultate wie Loew gelangt. Er erklart
die Diastase fiir ein Kohlenhydrat. Bei dem Vergleiche der
beiden Abhandlungen von Hirschfeld und Loew ersehen wir
aufs Deutlichste, dass beiden ein Gemisch eines Kohlenhydrats
mit einem Proteinkdrper vorliegen musste. Hirschfeld hat
seine Diastaseprdparate als aus Landwehr’'s Thiergummi be-
stehend betrachtet. Wir wissen jetzt, dass der Haupttheil
seiner Praparate aus dem von mir entdeckten Araban bestehen
musste. Dies ist aber keine Diastase, und ob es mit Land-
wehr’schem Thiergummi bereinstimmend ist, kdnnen wir nicht
sagen, weil es Uberhaupt ganz unklar ist, was das Land-
wehr’sehe Thiergummi sein soll. Landwehr hat nur wenige
Eigenschaften seiner Praparate beschrieben und keine Spaltungen
derselben gemacht. Die einzige von ihm angegebene «charak-
teristische» Reaction mit Kupfersalzen wird thatséchlich auch
vom Araban gegeben, sie gelingt aber auch mit manchen
anderen Polysacchariden. Wenn wir eine Loésung dieses Pen-
tosans mit einer kleinen Menge von Kupfersalzldsung und dann
mit Natronlauge versetzen, so bildet sich ein hellblauer Nieder-
schlag, der sich im Ueberschusse von Natronlauge nicht Iost
und sich beim Kochen nicht schwérzt.4)

o

N
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4) Man vergleiche auch in Bezug auf Thiergummi die Abhandlung
von Folin. Diese Zeitschrift Bd. 23 S. 347.
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Die Anschauung von Wortmann, dass Enzyme .die vom
lebenden Protoplasma abgefallenen «Splitter» sind,l) die auch
fir sich allein fahig sein konnen, Starke zu spalten, indem die
Enzymwirkung hauptsachlich dem Protoplasma zugeschrieben
wird, kann vielleicht in gewisser Deutung berechtigt sein. Es ist
sehr moglich, dass Enzyme, als chemische Stoffe, einen von
den Bestandtheilen des Protoplasmas bilden, wo sie mit den
anderen Stoffen lose gebunden sind: vom Protoplasma ab-
getrennt lésen sie sich in den Cellularsédften. Diese Anschauung
erweitert aber unsere Kenntnisse (ber Enzyme nicht viel
und besonders deshalb, weil wir nicht wissen, was vom Proto-
plasma im chemischen Sinne zu denken ist. Jedenfalls kann
der Satz, dass « Starkemehl meistens direkt vom Protoplasma
ohne jede Betheiligung von Diastase in Losung gebracht wird»,
nicht berechtigt sein.

Es ist auffallend, dass bei Osborne das Araban mit
Ammoniumsulfat nicht ausgefallt wurde, wahrend es bei mir
mit Ammoniumsulfat und auch schon mit Magnesiumsulfat
niederfallt.  Jedenfalls konnte Osborne nach ' seiner Dar-
stellungsmethode reine Diastase nicht in den Handen haben,
was schon daraus ersichtlich ist, dass seine «Diastase» bei 58°
coagulirte, wéhrend dieses Enzym auch beim Sieden seiner
Lésungen nicht coagulirt wird.  Auf diese Coagulirbarkeit seiner
Praparate und Loslichkeit der Diastase im verdinnten Alkohol
gestiitzt, halt er Diastase fur identisch mit Leucosin, einem
pflanzlichen Albumin.))

1) «Splitter» vom Protoplasma konnen nicht in einer Flussigkeit
vorhanden sein, welche durch eine Tonzelle fdtrirt wurde, wie z. B. eine
von meinen Diastaselésungen. — Vergl. Buchner. Ber. d. deutsch,
ehern. Ges. 30 B. 1110.

2) «Leucosin is intimately associated with diastase. Heated to 50°,
solutions of this proteid become turbid, and at 58° a flocculent coagulum
occurs. Coagulation, however, is incomplete unless the solution is heated
for some time and the temperature raised to about 70°. Saturation with
sodium chlorid partly precipitates leucosin.» T. B. Osborne and
George F. Campbell. The proteids of malt. Rep. of connect. Agric.
exper. Stat. 1895 (S. 252). — «Althougt in general the diastatic power
of my preparations was greater the larger the amount of coagulabel
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Aus diesem kurzen Ueberblicke ersehen wir, dass die
Proteinnatur der Diastase von einigen Forschern vermuthet,
aber experimentell bis jetzt nicht nachgewiesen wurde.

Schluss.

Am Schlisse dieser Mittheilung fasse ich die Ergebnisse
meiner Forschung kurz zusammen.

Es wurde bewiesen, dass ein Begleiter der Diastase im
Malze, der in allen bis jetzt dargestellten Diastasepraparaten
vorhanden gewesen sein, ja den grossten Theil derselben gebildet
haben muss, ein diastatisch unwirksames Polysaccharid —
Araban — ist.

Es wurde bewiesen, dass Diastase ein Proteinstoff ist
und dass sie unter den bekannten Proteinstoffen am néchsten
den Albumosen steht.

Es wurde eine genaue und bequeme Methode zur Be-
stimmung der diastatischen Wirksamkeit gefunden, die
bei chemischen und pflanzenphysiologischen Arbeiten Nutzen
bringen kann.

+ Es wurde eine einfache Darstellungsmethode der 10s-
lichen Starke, des fur die Bestimmung der diastatischen
Wirksamkeit von mir benutzten Materials, ausgearbeitet.

Es wurde bewiesen, dass verdiinnte Kalilauge &hnlich der
Diastase, wenn auch viel langsamer, auf mehrere Kohlehydrate
hydrolytisch spaltend wirken kann.

Die hier beschriebene Untersuchung wurde auf Kosten der
in Warschau befindlichen «Mianowskfsehen Unterstiitzungs-
kasse fur wissenschaftliche Forscher» ausgefiihrt.

Zurich. Agrikulturchemisches Laboratorium des Polytechnikums.

albumine they contained» (S. 205). «It is to be concluded that the dia-
static enzyme is most closely related to the albumin, named leucosin»
(S. 207). Report of the Connect. Agric. exper. Stat. 1895. — «It was
always possible to roughly judge of the diastatic power of a preparation,
by heating a portion of its solulion to 65° C. and observing the amount
of coagulum formed» (S. 238), B. Osborne. The chemical nature of
diastase. Rep. of the Connectic. Agric exper. Stat. 1894.
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