Untersuchungen Uber die ProteinstofFe.
Il. Ein neues Verfahren zur Trennung von Albumosen und Peptonen.
Von

Dr. Ernst P. Piek aus .Tarome? (Bohmen).

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg'. Neue Folge Nr. 4).

(Der Redaction zugegangen am 16. Oktober 1897.)

Die neueren Untersuchungen Uber Spaltung der Eiweiss-
korper haben mit zunehmender Klarheit zu der Erkenntniss
gefiihrt, dass ein Einblick in den Bau des Eiweissmolekils von
der Kenntniss der letzten Spaltungsprodukte allein nicht zu
erwarten steht, dass vielmehr dazu ein genaueres Studium der
beim Abbau auftretenden Zwischenprodukte, der als Albumosen
und Peptone bezeichneten Korper, erforderlich ist. Die wich-
tigsten Arbeiten in letzterer Richtung verdanken wir Kihnel)

i) Kihne und Chittenden, Ueber die nachsten Spaltungsprodukte
der Eiweisskorper. Zeitschrift fur Biologie, N. F., Bd. 1, 1883, S. 159.

Dieselben, Ueber Albumosen. Zeitschrift fir Biologie, N. F., Bd. 2,
1884, S. 11.

Dieselben, Ueber Peptone. Zeitschrift fir Biologie, N. F., Bd. 4,
1886, S. 423.

Kuhne, 'Erfahrungen dber Albumosen und Peptone. Zeitschrift
Ur Biologie, N. F., Bd. 11, 1892, S. L



und seinen Schulern Chittenden und Neumeister,l) welche
vorzugsweise als spaltendes Agens die im Uebrigen chemisch
nicht eingreifend wirkenden Verdauungsfermente benutzten.
In UebereinStimmung mit anderwérts beim Abbau der Eiweiss-
korper, z. B. durch Sdure und Alkali, Wasser von mehr als
100°, gemachten Erfahrungen stellte sich dabei heraus, dass die
zunéchst entstehenden Produkte sich von der Muttersubstanz
nicht durch Reactionen unterscheiden, welche auf eine Ver-
schiedenheit der Constitution hinweisen, sondern durch Aende-
rungen des molekular-chemischen Verhaltens, so der Coagulir-
barkeit, der Féllbarkeit durch Wasser entziehende Stoffe, der
Diffusibilitdt, Aenderungen, welche wohl allgemein als Folge
einer Verkleinerung des Molekils aufgefasst werden. So ent-
stehen bei peptischer Verdauung der wahren Eiweisskorper
zungchst die nicht mehr durch Erhitzen coagulirbaren, aber
noch durch Sattigung mit Kochsalz oder Magnesiumsulfat fall-
baren priméren Albumosen, sodann die durch Kochsalz nur bei
Anwesenheit von S&ure oder besser durch Ammonsulfat fall-
baren secundaren Albumosen, endlich die durch Salzséttigung
Uberhaupt nicht mehr abscheidbaren «echten Peptone».l)

Von diesen drei Fractionen kann die erste durch Diffusion
weiter zerlegt werden in Proto- und, Heteroalbumose. Fir die
secundaren Albumosen und «echten» Peptone, soweit sie durch
Pepsinverdauung entstehen, wird zwar mit Vorliebe die An-
nahme gemacht, dass es sich nicht um einheitliche Substanzen,

1) Neumeister, Zur lIvenntniss der Albumosen. Zeitschrift fi'ir
Biologie, N. F., Bd. 5, 1887, S. 381.

Derselbe, Ueber Beactionen der Albumosen und Peptone. Zeit-
schrift fur Biologie, N. F., Bd. 8, 1890, S. 324.

Derselbe, Bemerkungen zur Chemie der Albumosen und Peptone.
Zeitschrift fur Biologie, N. F., Bd. 6, S. 267.

Derselbe, Lehrbuch der physiolog. Chemie. II. Auflage, 1897, Jena
(Gust. Fischer); daselbst S. 228 auch die éaltere Litteratur.

2) Bekanntlich haben Lehmann, Bricke und andere Untersucher
vor Kuhne die Gesammtheit der Verdauungsprodukte, also Albumosen
und «echte» Peptone, unter dem Namen Peptone zusammengefasst, ein
Sprachgebrauch, der noch sehr verbreitet ist.



sondern um Gemenge &hnlicher, aber nicht identischer Korper
handelt, allein diese Annahme stutzt sich vorwiegend auf das
Hervorgehen aus zwei primaren Albumosen und auf ein un-
gleiches Verhalten dem Trypsin gegenlber. Eine Isolirung der
einzelnen Bestandtheile gelang nicht. Das jingst von S Frédnkelx
zur Isolirung der Deuteroalbumose mit Hilfe von Kupfersulfat
und Ferroeyanbaryum angegebene Verfahren gestattet wohl eine
Scheidung der primaren von den secundaren Albumosen, gibt
aber fur die Trennung der letzteren keine Anhaltspunkte.2)
Der Versuch H. Sehrotter's,3) aus dem kéuflichen Witte-Pepton
durch Benzovlirung gut charakterisirte Derivate zu erhalten,
hat zwar die Verwendbarkeit des Verfahrens sicher gestellt,
allein trotz sehr beachtenswerther methodischer Ansatze keinen
Aufschluss tber die Natur der benzoylirten Stoffe gebracht.
Dieser Sachlage gegeniiber erschien es nicht aussichtslos,
neuerlich die fractionirte Trennung der im Verdauungsgemisch
auftretenden Albumosen und Peptone zu versuchen, zumal hierzu
ein fur diesen Zweck nicht gepriftes Verfahren zur Verfligung
stand, das sich auf verwandtem Gebiete, bei der Trennung von
echten Eiweisskorpern, gut bewdhrt hatte: die fractionirte
Fallung mit Ammonsulfatlésung. Der Vortheil des von Hof-
meister und seinen Schilern Kauder,4)3ohl,6) Lewith6) und

D Dr. S. Frankel, Ueber die Spaltungsprodukte des Eiweisses bei
der Verdauung. 1. Mittheilung. Ueber eine neue Methode der Darstellung
der Deuteroalbumose.
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in der Einzahl.

3) H. Sehrotter, Beitrage zur Kenntniss der Albumosen. Monats-
hefte fir Chemie, Bd. 14, 1893, S. 612.

4) G. Kauder, Zur Kenntniss der Eiweisskdérper des Blutserums.
Archiv fur experim. Patholog. und Pharmak., Bd. 20. S. 411.

5) Pohl, Ein neues Verfahren zur Bestimmung des Globulins im
Harn und in serésen Flissigkeiten. Archiv fir experim. Patholog. und
Pharmak., Bd. 20, S. 426.

6) S. Lewith, Zur Lehre von der Wirkung der Salze. |. Mittheilung.
Archiv fir experim. Patholog. und Pharmak.. Bd. 24, S. 1.



Reyel) mit Erfolg angewendeten Verfahrens liegt, wie schon
Kauder hervorhebt, in der Mdglichkeit, die Concentrations-
grenzen, innerhalb deren die Abscheidung einer Fraction erfolgt,
scharf zu bestimmen, wéhrend die Methoden der Salzsattigung
zur Voraussetzung haben, dass die Sattigungsconcentration mit
jenem Gehalt zusammenféllt, der zur Abscheidung der be-
treffenden Substanz gerade nothwendig ist, eine Voraussetzung,
die in einzelnen Fallen, z. B. bei der Ausfillung von
Globulin durch Magnesiumsulfat, zutreffen mag, in der Mehrzahl
der Falle aber, z. B. bei dem Aussalzen der primaren Al-
bumosen durch Steinsalz, das stets unvollstandig bleibt, im
Stiche lasst. Um die Salzconeentrationen genau zu bestimmen,
bei denen die Abscheidung einzelner Fractionen erfolgt, steigert
man durch Zufuhr von Annnonsulfat den Salzgehalt bis zum
Beginn einer Trubung (untere Fallungsgrenze der |. Fraction),
geht sodann mit dem Salzzusatz weiter, bis das Filtrat von
dem entstandenen Niederschlag bei weiterem geringen Salz-
zusatz keine Fallung mehr gibt (obere F&llungsgrenze der
I. Fraction). Bei weiterer Erhohung des Salzgehaltes tritt zu-
nachst keine weitere Verdnderung ein (Intervall zwischen den
Fallungsgrenzen), dann aber erfolgt von einem bestimmten
Punkte ab Tribung (untere Fallungsgrenze der II. Fraction);
nach vollstdndiger Ausféllung ldsst sich neuerlich eine obere
Fallungsgrenze (der Il. Fraction) sicherstellen, es folgt neuerlich
ein Intervall, dann wird die Féllungsgrenze der Ill. Fraction
erreicht u. s. f. bis zur volligen S&ttigung mit Salz. Naturlich
lasst sich eine solche quantitative Bestimmung nicht an einer
Probe durchfuhren, sondern erfordert mehrere Versuchsreihen,
wie sie z. B. von Kauder und Lewith ausflhrlich mitgetheilt
worden sind. Ueberdies muss, wenn die gefundenen Zahlen
auf allgemeine Gultigkeit Anspruch erheben sollen, auf die
Reaction der Flussigkeit geachtet werden, weil bekannt ist!
dass Aenderung derselben, z. B. Ueberfiihrung von alkalischer
in sauere, die Fallungsgrenzen sehr wesentlich verschieben kann

1) Quantitative Bestimmung des Fibrinogens. Noch nicht publicirte
Untersuchungen.



(z. B. beim Albumin). Ebenso verdient die Concentration
der Ausgangslésung besondere Rucksicht, da, wie ebenfalls
fur Eiweissldsungen festgestellt ist, hohe Concentrationen an dem
zu fallenden Korper die Fallungsgrenzen herabdriicken.

Als Material fir meine Versuche diente das sogenannte
Witte'sehe Pepton. Da meine Untersuchungen nicht auf die
Untersuchung der Spaltungsprodukte eines bestimmten reinen
Eiweisskorpers, sondern auf die Anbahnung eines methodischen
Fortschrittes gerichtet waren, war die Wahl eines bequem in
beliebiger Menge zugénglichen Ausgangsmaterials von annahernd
gleichformiger Beschaffenheit angezeigl.  Dieser Forderung
entsprach das genannte Praparat, welches Uberdies den Vor-
theil darbietet, besser als andere, &hnliche Handelspraparate
bekannt zu sein, da es bei der Feststellung der Eigenschaften
der Albumosen und Peptone des Fibrins direkt Verwendung
gefunden hat. Allerdings darf der Umstand nicht ausser Acht
gelassen werden, dass seine Muttersubstanz, das Blutfibrin, nicht
als reiner Eiweisskdrper angesehen werden kann, ferner, dass das
kaufliche Peptonpraparat einen merklichen Salzgehalt aufweist.

Die Herstellung der Ldsungen geschah durch Uebergiessen mit
heissem Wasser. Gewdhnlich l6ste sich das Pepton nach einigem Stehen
auch ohne Umriuhren leicht auf, die tribe Flissigkeit wurde abkuhlen
gelassen und von dem abgesetzten, feinflockigen Bodensétze abfiltrirt.
Dem Klaren, alkalisch reagirenden Filtrate ertheilte ich die gewinschte
Reaction und filterte von der eventuell entstandenen Trilbung nochmals ab.
Zur Herstellung genau neutraler Lésungen wurde tropfenweise mit ver-
dunnter Salzsdure neutraliste. Alkalische Reaction wurde so gewahlt,
dass je 100 ccm. des Filtrats 4 ccm. einer mit dem gleichen Volumen
Wasser verdinnten Ammoniaklésung vom specifischen Gewicht 0,925
enthielten. Saure Reaction wurde durch Zusatz eines bestimmten Volumens
ammonsulfatgeséattigter Schwefelséure, von der 10 ccm. im Stande waren.
17 ccm. einer fio N Natronlauge zu neutralisiren, zur genau neutralisirten
Flussigkeit erzielt, dementsprechend aber der Zusatz neutraler Ammon-
sulfatldsung herabgemindert. Die Lésungen wurden in mit Wattepfropf
gut verschlossenen Kolben gehalten und Hessen sich so, ohne zu schimmeln,
eine Zeit lang aufbewahren.

Als Féllungsmittel diente eine kaltgesattigte Ammonsulfatldsung,
deren wiederholt vorgenommene densimetrische Bestimmung ein wohl
von der Zimmertemperatur abh&ngiges Schwanken des specifischen Ge-
wichtes zwischen 1253—1255 ergab.



Die Yersuchsanordnung war wie bei Kauder, Pohl, Lewith
derart gewahlt, dass mittelst Biretten allemal ein bestimmtes Volumen
der «Peptonlésung» mit einer gleichméssig zunehmenden Menge des
gesattigten Salzes geféallt und mit destillirtem Wasser auf das Gesammt-
volumen von 10 ccm. ergéanzt wurde. Die dabei eingehaltene Reihenfolge
war: «Peptonlésung,» Wasser und Ammonsulfat; bei saueren Ldsungen
wurde die salzgesattigte Sdure erst zu der mit Wasser entsprechend
verdinnten «Witteldsung» hinzugefiigt und dann der sich ergebende Rest
Ammonsulfat zugesetzt. Die Concentration, bei der die erste bleibende
Tribung eintrat, wurde als untere Fallungsgrenze verzeichnet. Die
Proben wurden, nachdem das Salz durch Hin- und Herfliessenlassen in
der Eprouvette gleichméssig vertheilt worden war, gewohnlich ungeféhr
V2 Stunde stehen gelassen und dann durch ein doppeltes Papierfilter
filtrirt.  Oft genligte !/s Stunde nicht zum vollstdndigen Ausféllen und es
mussten die Proben durch mehrere Stunden — bis zu 24 Stunden —
stehen, bevor sie auf das Filter gebracht werden konnten. Das klare
Filtrat wurde dann in den einzelnen Fractionen angepasster Weise auf
einen etwa noch nicht ausgeféllten Rest der Fraction geprift: es geschah
dies in der Regel mit 0,2—0,4 ccm. gesattigter Ammonsulfatlésung, unter
bestimmten, unten ndher angegebenen Verhdltnissen, mit 0,2—0,4 ccm.
salzgesattigter Saure oder endlich durch Sattigung mit gepulvertem
Ammonsulfat. Dabei zeigte das zuerst vollstdndig klar gebliebene Filtrat
die beendigte Ausfallung — die obere Fallungsgrenze der Fraction — an.
Die so ermittelten F&llungsgrenzen gestatteten nun in einer frischen
Peptonldsung die Abscheidung der betreffenden Fraction durch einen
bekannten Salzzusatz; das Filtrat wurde dann in gleicher Weise auf die
nachst schwerer féllbare Fraction verarbeitet. Naturgemdss musste sich
dabei mit der fortschreitenden Ausfallung einerseits die Concentration der
«Witte-Peptonlosung» vermindern, andererseits der Salzgehalt, den die
Filtrate durch die jeweilige vorherige Ausfallung erworben hatten, ver-
grossern. Um die Concentration an Pepton moglichst vergleichbar zu
gestalten, wurde, wo dies anging, die Peptonlésung in der Concentration
und Menge genommen, dass sie der in der ersten Versuchsreihe an-
gewendeten 5°/0 «Peptonmenge» von 2 ccm. entsprach; in ahnlicher
Weise musste auch auf den Ammonsulfatgehalt der Ldsungen Bedacht
genommen werden.

Der Einfluss der Concentration der Peptonlésung wurde
durch vergleichende Versuche mit 5°/0, 10°/0, 15°0 und 20°/0
Losungen ermittelt.

Die beigegebenen Tabellen durften im Zusammenhénge
mit dem Gesagten Uber die Versuchsanordnung ausreichend
orientiren.



I. Vorgehen bei der Fractionirung.

A. Bestimmung der Fallungsgrenzen in 5°/0 neutraler
Ldsung.

Versuchsreihe 1.

>% I Verhalten des Filtrats |
Pepton- Wasser.  Salz. Salzfallung. ' mit 0,2 ccm. i Bemerkung.
16sung.
Ammonsulfat.
ccm ccm. ccm
2 7 i keine Tribung —
2 6 2 »
2 5.8 22
2 5.6 2,4 — i ( unt. Fallungs-
2 54 2,6 leichte Opalescenz — { grenze der
2 B ‘ 1 Fraction I.
52 2,8 starkere Opalescenz]
2 5 3 deutliche Triubung starke Trubung
2 4,8 3,2 Trubung schwaéchere Tribung |
(beim Stehen deutlicher)
2 4,6 3.4 » | schwache Tribung
2 4,4 3,6
2 4,2 3,8 » Opalescenz
2 4 4 Fallung schwache Opalescenz
2 3,8 42 1 sehr stthwaehe Opalen. ] Ob. Fallungs-
2 36 4.4 * | klar * j- grenze der
nadi 1/z2standig. | Fraction I.
2 3.4 4.6 * » Stehen treten |
2 32 4.8 x| leichte Nach- |
2 3 5 » . tribungen auf. |
2 2,8 52 »
2 2,6 5.4 » it innerhalb
2 2.4 56 [24 Stunden auf-j
2 2.2 58 f tretende zarte |
2 2 6 . jl Nachtribungen.
r von da ab
2 18 6,2 J keine Nach-

[ tribung mehr.

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, dass bei einem
Ammonsulfatgehalte von 2,6 ccm. in 10 ccm. Gesammtlésung
ein Niederschlag, den wir vorlaufig Fraction | nennen, zu fallen
beginnt, dessen obere Fallungsgrenze bei einem Salzgehalte von
4,4 ccm. liegt. Es findet sich hier eine aufféllige Analogie mit
den von Kauder im Rinderblutserum gefundenen Fallungs-
grenzen des Globulins (2,7—4,4 ccm.). Behufs Untersuchung
der weiteren Fractionen wurde die Fraction | in Analogie mit
der Globulinfallung durch Zusatz des gleichen Volumens Kkalt-
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gesattigter Ammonsulfatldsung abgeschieden, um so mehr, als
die untere Fallungsgrenze der folgenden Substanz kein Hinder-
niss dafur bot.

Die nach einiger Zeit allméhlich auftretenden schwachen
Opalescenzen sollen spater eine Besprechung erfahren.

Versuchsreihe H.

Aus einer neutralen 5°/o Witte-Peptonlésung wird die
Fraction 1 mit dem gleichen Volumen Kkaltgesattigter Ammon-
sulfatlésung ausgeféllt und das nach “stdndigem Stehen ge-
wonnene halbgeséttigte Filtrat folgendermaassen geprift:

Halbge- Verhalten der Filtrats
séttigt. Wasser. . Salz. salzfall mit 0.2 cem
alzfallung. \ .
Filtrat. [¢] Bemerkung.
Ammonsulfat.
ccm. ccm. ccm.
4 (2)1) 3 (52 keine Triubung
unt. Fallungs-
4@ 28 82 52) - ¢ grenze dgr
4 (2) 2,6 3,4 (5,4) Spur Opalescenz \ Eraction I
4 (2 2,4 3,6 (5,6) Opalescenz —
4 (2 22 3,8 (58) starke Opalescenz —
f Ob. Fall -
4 (2 2 4 (6) Trubung schwache Triibung a udngs
| < renze der
40201 18 4262 keine Trilbung 1 lg:raction I
4 (2) 1,6 14,4 (64) »
4 (2) 1.4 4,6 (6,6)

Die ermittelten Fallungsgrenzen der Fraction Il reichen
von 5,4—6,2 ccm.; es ist daher eine 2k geséttigte Losung,
welche etwa dem Verhaltnisse 6,6 ccm. Ammonsulfatgehalt zu
10 ccm. Gesammtlésung entspricht, mehr als hinreichend, die
Fraction Il auszuscheiden.

Versuchsreihe 111.
Nachdem in der eben angegebenen Weise, also mit dem
doppelten Volumen kaltgesattigter Salzldsung, die beiden ersten

1) Die in Klammern beigegebene Zahl zeigt die der urspriinglichen
Witte-Peptonlésung entsprechende Menge an.

2) Die zweite Zahl gibt den Gesammtsalzgehalt an, wie er sich
aus dem Salzzusatz mehr dem Salzgehalt des halbgesattigten Filtrates-
ergibt.

17
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Fractionen zur Ausscheidung gelangt waren, wurde mit dem
Filtrate die folgende Reihe aufgestellt:

2/s ge- Verhalten des Filtrats
séﬁigt. Wasser.  Salz. Salzfallung. gegen Sattigung mit Bemerkung.
Filtrat. gepulvertem
com. com. cem. Ammonsulfat.
6 (2) 1 (5 keine Tribung
6 (2) 2 2 (6) » _
6 (2) 1 3 (7) nach einigem Stehen — ( Unt. Fallungs-
schwach opal.? ' grenze der
6 (2) 08 32 (72) schwache Opalesc. Tribung [ Fraction I
6 (2) 0,6 3,4 (7,4) starke Opalescenz
6 (2) 0,4 3,6 (7,6) starkere Opalescenz
6 (2) 0,2 3,8 (7.8) Trubung
6 (2 — 4 (8) » schwache Tribung ( Ob. Fallungs-
3 (1) — 709 » zunéchst klar, nach
einiger Zeit leicht getriibt q grenze der
15 (05), 85 (95 * dauernd Klar \  Fraction IlI.

Einem eventuellen Einwénde, dass namlich die beiden
letzten Proben nur relativ sehr geringe Mengen der urspriing-
lichen Witte-Peptonldsung enthielten, schwache Triibungen daher
der Beobachtung hatten entgehen kdnnen, wurde durch folgenden
Versuch begegnet: 17,8 gr. trockenes Praparat wurde direkt
in 60 ccm. 2h gesattigter Ammonsulfatlésung vertheilt und mit
dem in Lésung gegangenen, nunmehr stark concentrirten Theil
die obere Féllungsgrenze, wie friiher, bestimmt. Es ergab sich
das gleiche Resultat. Es folgt daraus, dass die Sattigung
einer neutralen Witte-Peptonlésung mit festem Ammonsulfat die
Fraction Ill vollkommen auszuscheiden vermag, ja, dass selbst
eine etwas unter dem Séttigungspunkte stehende Concentration
genugt.

Versuchsreihe V.

Kihne’s und Neumeister’s Untersuchungen lehren,
dass Ammonsulfatsattigung in neutraler Losung kein albumose-
freies Filtrat zu erzeugen vermag. Wir bedienten uns nun-
mehr neben Ammonsulfat der schon friiher erwdhnten ammon-
sulfatgesattigten Schwefelsaurel) als Fallungsmittel, indem wir

1) Eine ljio N Schwefelsdure wurde heiss mit Ammonsulfat ge-
sattigt, erkalten gelassen und auf pio N Natronlauge gestellt: 10 ccm.
der gesattigten Saure entsprachen 17 ccm. ljio N Natronlauge.



dem salzgesattigten Filtrat die S&ure

Verhéltnissen hinzusetzten.

Salz-
gesattigtes
Filtrat.

ccm.

N N N NN N NMNNMNDNDNNDNNNNDNN

Salz-
gesattigtes
Filtrat.

ccm.

o

© © © © O ©O

Salz-
geséttigte
Séure.

ccm.

1 Tropfen

0,1
0,2
0,5
0,8
1

15
1,8

0~ 0o O~ O

Salz-
gesattigte
Saure.
ccm.

0,2
0,5
0,6

0,7
0,8
0,9
25
4,5

3)

Salz- und Séaureféllung.

schwach opal.
Trubung

starke Tribung
Trubung

schwache Trubung

sehr schwach opal.

klar

Salz- und Séurefallung.

schwach opal.
Trubung

3

3
starke Tribung
T
37
schwache Tribung
Opalescenz

in den nachfolgenden

Filtrat mit 0,2—0,5 ccm.
salzgesattigter Saure geprift.

starke Tribung
schwache Tribung
klar

Filtrat mit 0,2—0,5 ccm.
salzgesattigter Saure gepruft.

stark trib

erst schwache, spéter
starkere Tribung
Spur Tribung
klar
3
7
3

17*



Salzge- Salzge- Salzge- Salzge-
sattigt.  sattigt. sattigt.  sattigt.

. w Salz- und Saurefallung. . «
Filtrat. Saure. zu Y ung Filtrat. Sé&ure.

Salz- und Séurefallung.

ccm. ccm. ccm. ccm.

1 0,2 Tribung 6 0,2 starke Opalescenz
2 0,2 . 7 0,2 schwache Opalescenz
3 0,2 5 8 0,2

4 0,2 ) 9 0,2

5 0,2 starke Opalescenz

Die Versuchsreihen a) und b) lassen fir die Ausscheidung
der Fraction 1V ein bestimmtes Verhéltniss zwischen der Filtrat-
menge und der zugesetzten Sduremenge nothwendig erscheinen;
die Ausfallung war am vollstéandigsten dann, wenn die zugefiigte
Séure ungefdhr Vio Volumen der Filtratmenge betrug oder
nicht viel daruber. War dieses Verhéltniss nach oben oder
nach unten zu (Tabelle ¢) bedeutend Uberschritten, so war eine
vollige Ausscheidung nicht zu erzielen.

Aus anderweitigen Versuchen ging auch hervor, dass
Reste der Fraction erst nach ldngerem Stehen ausfallen und
sich daher 24 stdndiges Stehenlassen der Proben empfiehlt.

Um zu entscheiden, ob dieses Verfahren tliatsachlich
geeignet ist, auch die letzten Albumosenreste mit auszufallen,
wurden 50 ccm. des salzgeséttigten Filtrats mit 5 ccm. obiger
salzgeséttigten Schwefelsdure geféllt, die stark milchige Tri-
bung nach 24 Stunden abfdtrirt, das Filtrat neutralisirt, ein-
geengt und mit 1/io Volumen der salzgesattigten Schwefelsdure
versetzt; die Flussigkeit blieb klar. Eine zweite in gleicher
Weise ausgefiihrte Probe ergab dasselbe Resultat. Es durfte
damit eine mdoglichst vollkommene Ausfallung der Albumosen
gewadhrleistet sein.

Das Verhalten der Fraction IV gegen Sdurezusatz konnte
wohl geeignet sein, eine Aufklarung fir den Befund Kihne's
zu geben, dass namlich das saure, salzgeséttigte Filtrat neben
Pepton noch Albumosenreste enthalte, und eine Vereinfachung
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der auf diesem Befunde basirenden Methode der Aussalzung in
neutraler, ammoniakalischer und saurer Ldsung gestatten.

Die nun folgende Versuchsreihe gibt die Féllungsgrenzen
dieser in saurer Losung ausgeschiedenen Fraction IV wieder:

Versuchsreihe V.

Filtrat mit
. ia.j Gesiattigte Ammonsulfa_t—
aSS Wasser. ~Neh Jed Ammon- salz- und Eﬁldvi'r\itgg,;éﬁgf Bemerkung.
sulfatlésung.  Saurefallung. gesaéttigter
of Schwefelsaure
ccm. ccm. ccm. ccm. geprdft.
8 i,i 0,9 — (8,9)1) erst nach
24 standigem
Stehen eine
> geringe fein-
flockige Aus-
8 0,9 0,9 0,2 (9,1) scheidung. — uUnt. Fallungs-
grenze der
8 0,7 0,9 0,4 (9.3) sehr schwach Opalescenz Fraction V.
opal.
8 0,5 0,9 0,6 (9,5) schwach opal. schwache Trubg.
8 0,3 0,9 0,8 (9,7) stark opal. Spur Trubung
Die obere
Fallungs-
8 0.1 0,9 1 (9,9 fast klar grenze er
scheint
beinahe er-

! reicht.

Es zeigen diese Versuche, dass eine Verdinnung von
10 ccm. gesattigter, saurer Losung mit 0,1 ccm. Wasser die bei-
nahe vollstdndige Fallung der der Fraction IV entsprechenden
Albumose nicht beeintrachtigt, andererseits liefern sie einen
auf anderem Wege erbrachten Beweis fur die Richtigkeit des
oben gefundenen S&urezusatzes.

B. Bestimmung der Fallungsgrenzen in 5°0 alka-
lischer LOsung. Die in gleicher Weise wie bei neutraler Reac-
tion vorgenommenen Untersuchungen mdégen hier nur kurz Er-
wahnung finden, da die gefundenen Fallungsgrenzen nur eine
geringe Abweichung von denen der neutralen Lésungen bieten
und keineswegs ein bedeutendes Hinausschieben der Sattigungs-

1) Entspricht der Gesammtsalzmenge.



punkte, wie ich anzunehmen geneigt war, darstellen. Wohl
aber glaube ich, eine zeitliche Verzogerung der Ausféallung
bemerkt zu haben, weshalb vor dem Abfiltriren der einzelnen
Fractionen (besonders der Fraction | und Il) ein 24 standiges
Stehenlassen der salzgefallten Lésungen rathsam erscheint. Die
Ergebnisse der Versuche sind folgende:

Fraction | Fraction Il Fraction 111
Untere Fallungsgrenze 2,4 5,8 7,4
Obere Fallungsgrenze . . . .| 4,4 | 6,2 9,5

C. Bestimmung der Fallungsgrenzen in s °,0 saurer
Losung. Wie friher mitgetheilt worden war, wurde die saure
Reaction stets in den erst neutralisirten Flussigkeiten hergestellt;
eine Ausnahme macht die erste der nun folgenden Versuchsreihen,
bei welcher die urspriingliche schwach alkalische Reaction vor
dem Ansduern beibehalten blieb. Wir bedienten uns dabei des
hei der Isolirung der Fraction IV gefundenen Saureoptimums,
indem wir mit 1tio Volum ansduerten, so zwar, dass das Ge-
sammtvolumen der Lésung — die Sdure mit inbegriffen —
10 ccm. betrug.

Versuchsreihe VI.

3 s Salz-  Gesatt, AMMON- Verhalten des
sulfat | Salz- und .
L5 geséttig. Ammon- . Filtrats gegen
g Q £ . i . ~ 0.2 cem. Bemerkung.
ort”’ Saure. sulfat. Ganzen. Saurefallung. v
wm | Ammonsulfat.
ccm. ccm. | ccm. ccm. ccm.
2 7,1 0,9 0,9 keine T rbg.
2 6,9 0,9 0,2 1,1 » o — (Unt. Fallungs-
2 6,8 0,9 0,3 1,2 sehr schwache ' grenze der
Opalescenz 1  Fraction I.
2 6,6 0,9 05 14 » _
g f 6,4 0,9 0,7 1,6 schwach. Opal.
6,1 0,9 1 1,9 Opalescenz
2 51 0,9 2 2,9 Tribung Triubung
2 41 0,9 3 39 » Opalescenz
2 3,9 0,9 32 41 » Andeutung
von Opal.  ( Ob. Fallungs-
2 3,7 0,9 34 43 * klar . grenze der
2 33 .09 3,8 47 » » I Fraction 1.

2 2,9 0,9 4.2 51 von da ab klar



259

Das Fallungsgebiet der Fraction | wird demnach in saurer
Losung erreicht an der unteren Grenze bei einem Ammon-
sulfatgehalt von 1,2 ccm. auf 10 ccm. Gesammtlésung, an der
oberen bei einem Verhaltnis* von 4,3 ccm.: 10 ccm.

Versuchsreihe TU.
Zu diesen Versuchen fand eine neutrale Ldsung Ver-
wendung, aus welcher die Fraction | durch Ausfallen mit dem
gleichen Volumen Ammonsulfat entfernt worden war.

i Salz-  Gesatt, A\mmon- Filtrat gepruft
I I I gesattig. Amnion- sui::at Salz- und mit 0,2 ccm. Bemerkung.
> Saure. sulfaf. Ganzen. Saurefallung. Ammonsulfat.
ccm. Ctml. ‘ ccm. ccm. | ccm.
4 (2 4.1 0,9 1 (3) 3.9 keine Tribg.
4 (2) 35 . 09 1,6 (3,6) 4,5 » — runt. Fallungs-
4 (2) 33 0,9 1,8 (3,8) 4,7 sehr schwache — grenze der
Opalescenz Fraction 11.
4 (2) 3,1 0,9 2 (4 4,9 Opalescenz schwach opal.
4 (2) 2,7 0,9 2,4 (4,4) 53 sehr schwach
opal.
4 (2) 25 | 09 26(46) 55 Andeutung
von Opalesc.
4 (2 2,3 0.9 2,8 (4,8) 57 » »
4 (2) 21 0,9 3 (5) 5,9 Trubung klar nach | Ob. Fallungs-
24 Stunden
Vachtribung grenz_e der
4 Fraction 11.
42 1,9 09 32(52) 61 |
4 (2 1,7 . 09 3,4 (5,4) 6.3 » »
4 (2 15 | o9 36 (56) 65
4 1,3 0,9 38(58 67 » »
4 1.1 0,9 4 (6) 6,9 )
4 (2) 0,1 0,9 5 (7) 79 »

| |
Es ergeben sich hieraus folgende Verhéltnisszahlen der
Ammonsulfatsattigung: 4,7 ccm. Ammonsulfat: 10 ccm. fir die
untere und 5,9 ccm. Ammonsulfat: 10 ccm. fir die obere Grenze.

Versuchsreihe VIII.

Eine neutrale 5°/0 Witte-Peptonlosung wurde mit dem
doppelten Volumen kalt gesattigten Ammonsulfats versetzt und
das Filtrat der also von der Fraction | und Il befreiten Ldsung
nachfolgend verarbeitet:
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y ‘] 5 Gesat. Ammon- Filtrat gepruft
A ..N'75f.0 3 Ammon- sulfat Salz- und mit 0,4 ccm.
‘&i fs im . Bemerkung.
~ 3 £ sulfat. Saurefallung. gesattigt
osn Ganzen.
N & Ammonsulfat.
ecm. ccm. ccm. ccm. ccm.
6 (2) 31 0,9 — 4 4,9 keine Trubg.
6 (2) 2.1 0,9 1 (5) 5,9 » _
6 (2) 1,9 0,9 12(52) 61 » — Cunt. Fallungs-
6 (2) 1,7 0,9 1,4 (5,4) 6,3 Andeutung — < grenze der
( Fraction Il
von Opalesc.
6 (2) 1,5 0,9 1,6 (5,6) 6,5 Opalescenz opal.
6 (2) 11 0,9 2 (6) 6,9 Trubung opalescent
6 (2) 0,9 0,9 2,2 (6,2) 7,1 » Spur opal.
6 (2) 0,7 0,9 2,4 (6,4) 73 starke Tribg.
6 (2) 0,5 0,9 2,6 (6,6) 75 starkere Trub. ( Ob. Fallungs-
< grenze der
6 (2) 0,3 0,9 2,8 (6,8) 7.7 klarr  rach Fraction 111.
6 (2) 0.1 0,9 3 (7) 7.9 ” 24 Stulden |

sachtriibg.

Eine zweite gleiche Versuchsreihe wurde vor dem Fil-
triren der einzelnen gefallten Proben ca. 40 Stunden behufs
vollstandigen Absetzens und Vermeidung von Nachtriibungen
stehen gelassen; wahrend die untere Fallungsgrenze der eben
gefundenen analoge Verhdltnisse ergab (6,3:10), konnte die
obere aus dem Verhalten der Filtrate berhaupt nicht ersehen
werden, da diese auf Ammonsalzzusatz vollstandig klar blieben.
Es war nur moglich, als Massstab der beendeten Ausfallung
das Maximum der Triilbung der unfiltrirten Proben anzusehen.
Diese stérkste Tribung war erreicht bei einem Gesammtzusatze
von 6,9 ccm. Ammonsulfat und schien von diesem Punkte aus
nicht mehr zuzunehmen; bedenkt man aber, wie wenig Unter-
schied in der Dichte der Tribung die geringen erst bei den
folgenden Proben ausgeféllten Albumosenreste fiir das Auge
bedeuten, so durfte man wohl berechtigt sein, die obere hier
thatséchlich bestehende Féllungsgrenze in die Nahe der aus der
Tabelle ersichtlichen (7,7 ccm: 10 ccm.) zu ricken.  Der
Umstand, dass die Filtrate durchwegs klar blieben, obwohl in
den ihnen entsprechenden Proben die Trubungen Zunahmen,
mag seine Erklarung finden in der eigenthimlichen Form der
Abscheidung der Fraction Il als ¢&lige zusammenfliessende
Tropfen, welche auf dem Boden des Probirglases haften; die
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in den Filtraten enthaltenen geringen Reste bleiben dann bei
der hier gegebenen Concentration infolge der geringen Brechungs-
differenz der Medien unsichtbar. Es ist daher die Fraction Ill
in saurer Ldsung in einem Verhéltniss von 7,7 ccm. Ammon-
sulfat: 10 ccm. der Gesammtlosung auszufallen.

Die Fallungsgrenzen der Fraction 1V, welche nur in saurer
Losung zu isoliren ist, da sie ja nur aus der ammonsulfat-
gesattigten neutralen Losung durch Séure gefallt wird, sind
bereits durch die Versuchsreihe V gekennzeichnet.

Der Uebersicht halber seien die Fallungsgrenzen der
Fractionen I-1V in neutraler und saurer Ldsung nebeneinander
gestellt .

Fraction | Fraction Il Fractionlll Fraction IV

neutr. saure neutr. saure neutr. saure saure Ling.
Losg. Lo6sg. Losg. Losg. Losg. Losg.

Untere Féallungsgrenze . 2,61) 54 47 72 63 9,3

Obere Fallungsgrenze . 442 43 62 59 95 77 9,9

Ein Blick auf diese Tabelle lehrt, dass in Bezug auf die
Fraction | und Il dem Ammonsulfat in saurer Ldsung eine
starkere Wirkung zukommt, als bei neutraler und bei der mit der
neutralen sich fast gleichartig verhaltenden alkalischen Reaction.
Die Fraction Il beginnt sich in saurer Losung ebenfalls viel
friher auszuscheiden, doch ist auch ihre obere Fallungsgrenze
relativ bald erreicht, so dass zwischen dieser und der unteren
Fallungsgrenze der IV. Fraction ein verhéltnissmassig breiter
Zwischenraum bleibt. Es lag nahe, daran zu denken, inner-
halb dieses Intervalls eine Albumose isoliren zu kdnnen, welche
in der neutralen und alkalischen Ldsung mdglicher Weise
gleichzeitig mit der Fraction Il ausfiel und so der Beobach-
tung entging; doch gaben die diesbezlglichen Versuche keinen
Anhaltspunkt fir diese Annahme.

1) Die zur Erreichung der unteren und 2) der oberen Fallungs-
grenze nothige Anzahl von Cubikcentimetern Ammonsulfat auf 10 ccm.
der Gesammtldsung.
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D. Verhalten der Fallungsgrenzen gegentber dem
Wechsel der Concentration.
Als Paradigma wahlten wir die Fraction I, deren Féllungs-
grenzen in 10%, 15% und 20% Fliissigkeiten nachstehende
Versuchsreihen zeigen:

10%

Loésung.

ccm.

2

[N

SIS R R R N O I R NI ORI

15%
Ldsung.

ccm.

N

NN NN NN R

Wasser.

ccm.

3,6
34
3,2
2,8

2,6
24

Wasser.

Versuchsreihe 1X.

Neutrale 10°/0 Peptonldsung.

Gesatt.
Ammon-
sulfat-
I6sung.

ccm.

14

3,6
3,8

4,2

4,6
4,8

5,2
5.4
5,6

Filtrat mit 0,2 ccm.
Salzfallung. gesattigter Ammonsulfat-
16sung gepruft.

keine Trubung

schwach opal. _

opal. —
Trubung
»
stark opal.
schwach opal.
» 1 beim Stehen
* » /  stéarker
klar 1
» nach langerem
/ Stehen Nach-
* * tribungen
» J

» klar, keine Nachtrubung |

Versuchsreihe X.

Neutrale 15°/0 Peptonlésung.

Gesat (.
Ammon
sulfat-
I6sung.

4,4
46
48

52
54
5,6
58

[ Filtrat mit 0,2 ccm.
Salzfallung. gesattigter Ammonsulfat-
16sung geprift.

keine Trubung _

opak
Trubung Spur opal.
klar 1
» nach langerem
» i Stehen Nach-

|
» » i} tribungen

J

» klar, keine Nachtribung

Bemerkung.

< Unt. Fallungs-
grenze der
( Fraction I.

< Ob. Fallungs-
grenze der
f Fraction |

Bemerkung.

( Unt. Faliungs-

[} grenze der

i Fraction |I.

( Ob. Fallungs-

< grenze der

i Fraction |I.
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Versuchsreihe XI.
Neutrale 20°/0 Peptonldsung.

Gesitt. Filtrat mit 0,2 ccm.

20% Ammon-
Losung wasser. -~ ¢ ifat- Salzfallung. gesittigter Ammonsulfat-  Bemerkung.
18sung. 16sung gepruft.
ccm ccm ccm
2 75 0,5 schwach opal.i) star'’ke Opalescenz
( Unt. Fallungs-
2 6 2 * » }  grenze der
2 58 22 stark opal. * 1 Fraction |
2 56 2.4
2 55 25 , »
2 4 4 Trubung opalescent
2 38 % 4,2 schwaécher opal. ( ob. Fallungs-
2 3,6. 4,4 » schwach opal. / grenze der
2 34 46 » klar 1 Fraction 1.
2 3,2 4,8 »
2 3 5 » f F spater auf-
2 28 52 > tretende Nach-
2 2,6 54 » » trubungen
2 2.4 5,6
2 22 58 * »
2 2 6 Fallung klar, keine Nachtriibung

Die Resultate sind bei allen 3 angefiihrten Goncentrationen
in Bezug auf die Fallungsgrenzen beinahe dieselben und stehen
auch in Uebereinstimmung mit denen der 5°/0 Losung. Wenn
auch diese Ergebnisse direkt nur auf die Fraction | Bezug
haben, so machen sie es doch unwahrscheinlich, dass die hier
in Betracht gekommenen ConeenRationsgrade im Stande waren,
die Fallungsgrenzen der (brigen Fractionen erheblich zu beein-
flussen. In der That lassen, wenn man von geringen Schwan-
kungen absieht, auch die folgenden auf die Fraction IV sich
beziehenden Versuchstabellen diesen Schluss gerechtfertigt er-
scheinen; doch muss natlrlich die Mdglichkeit, dass sich die
Grenzen bei sehr hohen, hier nicht beriicksichtigten Coneen-
trationsgraden &ndern, offen gelassen werden.

1) Die Opalescenzen in den drei ersten Proben entsprechen Verun-
reinigungen, welche bei der Bereitung der Losung von dem Filter in
dieser Concentration nicht ganz zuriickgehalten werden konnten und
in die klare Flussigkeit Ubergingen.



Versuchsreihe XII Fraction 1V).
Neutrales, ammonsulfatgesattigtes Filtrat einer 10° (

Peptonlésung.
10 % Salz- 4 -
zalz- \njasser gesatt. fnif::tr;. A::;Z: 1Salz- und Séure-‘ Filtrat mit
gesitt. " Schwe- sulfat. im fallung. I Ammonsu.l.fa_t- Bemerkung.
Filtrat felsaure. Ganzen. jpulver gesattigt.
ccm. ccm. ccm. | ccm.
s 11 09 89 klar,nach einiger _ luntere Fal-
' ’ Zeit Spur opal. lungsgrenze
8 0,9 0,9 0,2 9,1 schwach opal. — d. Fract. IV.
8 0,5 0,9 0,6 9,5 stark opal. —
8 03 0,9 0,8 9.7 » Opal. ob. Grenze
s o1 09 1 0.9 Tribung sehr schwach beinahe
' ! ) opal. erreicht.

Versuchsreihe XII1 (Fraction V).
Neutrales ammonsulfatgesattigtes Filtrat einer 20°

Peptonldsung.
Salz- . .
20% Att Ammon- Filtrat mit
esatt. 4
salz- 9 Gesatt. sulfat N Ammon-
. Wasser. Schwe- Ammon- i Salz- und Séaure-
gesatt. m . sulfat- Bemerkung.
. fel- sulfat. fallung.
Filtrat. N | Ganzen. pulver
saure. N
, gepruft.
ccm. ccm. . cem. ccm. . ccm.
| zunachst klar,
8 Li 09 89 I - :
02 - 7 nach langerer
8 09 0.9 ! ’ ) Zeit opalescent untere Grenze
der Fraction IV.
8 01 0.9 1 9.9 Triubung stark opal. | obere Grenze

noch nicht
| erreicht.

Anknipfend an die vorhergehenden Versuchsreihen méchte
ich noch der Nachtriibungen gedenken, welche bereits in der
Versuchsreihe | im Anschluss an die obere Féllungsgrenze der
Fraction | auftraten und die auch in der 10%, 15% und 20%
neutralen Losung, sowie bei Bestimmung der Fallungsgrenzen
dieser Fraction in ammoniakalischer Losung zu finden waren.
Sie fielen ganz allméhlich aus, zundchst schleierartig, dann als
dichtere Opalescenzen nach einer Zeit von 1h Stunde bis 2



Stunden und auch spater (bis zu 24 Stunden) innerhalb be-
stimmter Grenzen, die nach unten zu mit der Ausfallung der
Fraction |1 zusammenfielen, nach oben zu dem Ammonsulfat-
gehalt von 54, 5,6, 58 und 6 ccm. entsprachen. Es konnte
bei der Regelmaéssigkeit des Auftretens dieser Nachtriibungen
der Verdacht, dass es sich hier um einen langsamer ausfallenden
Rest der Fraction | (vielleicht Theile der Heteroalbumose ([siehe
unten]), handle, nicht ohne Weiteres von der Hand gewiesen
werden. Dies zu entscheiden, wurde in einer aus ungefahr
30 gr. bereiteten neutralen Witte-Peptonlésung die Fraction |
ausgefallt, sogleich abfiltrirt und das Filtrat zum Theil gegen
die Wasserleitung dialysirt, zum Theil durch léngere Zeit
(ca. 48 Stunden) stehen gelassen. Letzterer Theil zeigte nach
24 Stunden eine diffuse, milchige Trubung, die sich nicht ab-
filtriren liess. Die Flissigkeit wurde bis zum vollstdndigen
Klarwerden mit Wasser verdinnt, so zwar, dass man eine
1U geséttigte Losung erhielt, in welcher nun die neuerliche
Abscheidung der Tribung mit Ammonsulfat versucht wurde.

Versuchsreihe X1Y.

V* Gesitt. | V* Gesitt.
g.t_esatt. Ammon- galzfallung. g:asatL a4 Ammon- Salzfallung. Bemerkung.
Losung, sulfat. Loésung. sulfat.

ccm. [ cem. | cecm. ccm. ccm. ccm.

8 (2 18 02 (2.2) keine Triubg. 4 (1) 3 3 (4) keine Triibg.

8 (2) 16 0424 » 4 di 28 3242 »

8 (2 14 0,6 (2,6) » 4 (1) 26 34(41) \

8 (2) 12 08(298) 4 11 24 3,6 (46) »

8 (2) l 1 @3) | 4 (1) 22 3,8 (4,8) »

8@ 08 1232 41 2 4 (5) >

8 (2 06 L14(B4! 41 18 42062

8(2 04 16361 » 41 16 4464 ynt jorenze
8 (2) 02 18(38) 4 (1) 14 46(56) opal. ( Fraction XI.
8 (2) — 2 4 » 4 (1) 12 48(58) »

4 (1) 1 5 (6) stark opal.

Ausser der von vornherein im Filtrate vorhandenen Frac-
tion 1l war keine sofortige Abscheidung eingetreten, so dass
eine ldentitat mit der Fraction | oder einem Theile derselben



nicht festgestellt werden konnte. — Der erste, gegen \Wasser
beinahe 3 Wochen dialysirte, Theil liess ebenfalls keine im
salzfreien Wasser unldslichen Bestandtheile erkennen, was
immerhin gegen die Annahme einer allmahlich ausfallenden
Heteroalbumose sprach. Es liess sich aber auch in der ein-
geengten, ziemlich klaren Dialysatorfllissigkeit mit dem gleichen
Volumen geséattigter Ammonsulfatlosung direkt keine Fallung
erzielen, ebensowenig konnten die den Nachtriibbungen ent-
sprechenden Fallungsgrenzen hier aufgefunden werden. Ist
auch nach diesen und meinen anderweitigen Erfahrungen der
Zusammenhang mit der Fraction | unwahrscheinlich, so muss
doch dahingestellt bleiben, ob die Nachtriibungen auf eine Albu-
mose sui generis oder aber auf Verunreinigungen, welche mit
den Verdauungsprodukten des reinen Fibrins nichts gemein
haben, zu beziehen sind.

Das saure salzgeséattigte Filtrat nach Abscheidung von
Fraction IV erwies sich durch seine Reactionen, namentlich
durch seine deutliche Biuretprobe als «Pepton »-haltig. Bei
naherer Prifung ergab sich, dass sich daraus durch Fallung
mit Jodjodkaliumldsungl! und nachtrégliche Trennung mit Al-
kohol noch zwei Fractionen (V. u. VI) von dem Charakter
«echter» Peptone isoliren lassen.

An zwei Liter des schwachsauren, ammonsulfatgesattigten
Filtrats wurden mit einer ammonsulfatgesattigten Jodjodkalium-
I6sung (2 Theile Jodkalium, 1 Theil Jod) so lange versetzt,
bis eine Probe der Fliissigkeit mit salzgesattigtem Jodjodkalium
keine Fallung mehr gab; das Filtrat dieser Lsung zeigte kaum
eine Andeutung einer Biuretprobe, so dass eine beinahe voll-
kommene Ausfallung der noch in Losung befindlichen Protein-
stoffe stattgefunden hatte. Der in 96°/(0 Alkohol gebrachte
Niederschlag loste sich zu einem Theil in Alkohol, der andere
Theil blieb ungel6st; beide gaben eine schone, purpurfarbige
Biuretprobe.

i) In Betreff dieses Verhaltens findet sich eine gelegentliche An-
gabe S. FrankePs (Zur Kenntniss der Zerfallsprodukte des Eiweisses bei
peptischer und tryptischer Verdauung, Wien [S. Bergmann] 1896), welcher
das von ihm dargestellte Amphopepton mit Jodjodkalium féllen konnte.
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Fraction V.

Der in Alkohol unlésliche Theil des Niederschlags wurde
in wenig warmem Wasser gel6st, die schwachsaure jodjod-
kaliumhaltige Flissigkeit mit Ammonsulfat gesattigt, neuerdings
mit salzgesattigter Lugol’'scher Ldsung gefallt. Der im warmen
Wasser geloste Niederschlag fiel auf Zusatz von (berschiissigem
96°/o Alkohol wieder aus und wurde nach dem Auswaschen
mit Alkohol durch Schitteln mit Aether von den letzten, even-
tuell noch vorhandenen Jodresten befreit. Der erhaltene weisse
Korper gelangte in Wasser gelést zur Untersuchung.

Fraction VI.

Der alkohollgsliche Theil wurde nach Verdunstenlassen
des Alkohols in Wasser geldst, durch Schiitteln mit Aether
und Aether-Chloroform jodfrei gemacht und zur Trockene ein-
gedampft: es blieb ein fester, gelb gefarbter Korper zuriick,
dessen waéssrige Losung zu den spéter angefiihrten Reactionen
Verwendung fand.

Il. Charakterisirung der einzelnen Fractionen.

Dem Mitgetheilten zufolge lassen sich aus Witte-Pepton
durch Ammonsulfat 4 Fractionen gewinnen, die den ausein-
ander liegenden Fallungsgrenzen nach sicher verschiedenen
Substanzen entsprechen. Hierzu kommen noch 2 aus dem
Salzfiltrat durch Jod féllbare Fractionen. Die néchste Aufgabe
musste sein, festzustellen, inwiefern diese 6 Fractionen den
von Kihne und seinen Schilern unterschiedenen Albumosen
und Peptonen entsprechen.

Zu diesem Zwecke wurden aus Witte-Pepton die einzelnen
Fractionen dargestellt, nach Thunlichkeit gereinigt und auf ihr
chemisches Verhalten gepriift.

Aus 43.6 gr. des trockenen Witte-Peptons wurde eine
5°00 neutrale Losungl) hergestellt, aus der die einzelnen Frac-
tionen entsprechend den bei neutraler Reaction gefundenen

1) Es empfiehlt sieh, vor dem Abfiltriren die triibe Flussigkeit 24
Stunden stehen zu lassen.
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Fallungsgrenzen folgendermassen isolirt wurden: Die gestimmte
Losung wurde mit der gleichen Menge kalt gesattigter Ammon-
sulfatlosung geféllt, nach halbstiindigem Absetzenlassen aufs
Filter gebracht und mit halbgesattigtem Ammonsulfat grindlich
gewaschen. Die kriimeligen, porésen Massen, in ca. 50 ccm.
heissen Wassers gel6st, wurden abermals mit dem gleichen
Volumen kaltgeséttigter Salzlosung geféllt und nach dem Ab-
setzen auf dem Filter in gleicher Weise wie friiher gewaschen.
Dieses Verfahren wurde zum dritten Male wiederholt. In der
Waschfliissigkeit war stets nur eine geringe Tribung mit
Kupfersulfat nachweisbar. Die so gereinigte Fraction wurde
auf dem ausgebreiteten Filter trocknen gelassen — Fraction |I.

Das halbgeséttigte, bei der Darstellung der Fraction |
gewonnene Filtrat wurde mit dem halben Volumen der Ammon-
sulfatlosung auf 2is Sattigung gebracht, wobei sich am Geféss-
boden eine gelbe, schmierige Masse absetzte. Sie wurde mit
einer 213 LOsung gewaschen und wie Fraction | durch wieder-
holtes Ldsen, Ausfallen und Waschen gereinigt, endlich auf
dem Filter getrocknet. Die Ausbeute war etwas geringer als
bei der Fraction I, doch vollkommen zufriedenstellend — Frac-
tion II.

Das Filtrat der vorhergehenden Fraction wurde durch
Eintragung von fein gepulvertem, mdglichst reinem Ammon-
sulfat gesattigt. Es schied sich dabei die Fraction Il in
graulich weissen, zum Theile in der Flissigkeit suspendirten
Klumpen aus. Auch hier wurde, wie friher, wiederholt der
Niederschlag gelost, geféllt, mit gesattigtem Ammonsulfat ge-
waschen und getrocknet. Die Substanz wurde in schén weissen
Krusten ziemlich reichlich gewonnen = Fraction Ill.

Zu der weit Uber 2 Liter betragenden, ammonsulfat-
gesattigten, neutralen Losung, welche nach der Darstellung der
drei friiheren Fractionen zuriickgeblieben war, wurde lio Vo-
lumen ammonsulfatgeséttigter Schwefelsdure hinzugefiigt. Nach
zweitdgigem Stehen setzte sich die erst entstandene milchige
Tribung als weisser Bodensatz ab. Die Reinigung dieses
Korpers geschah wie in den friheren Féllen. Die Ausbeute
war hier verhéltnissmassig am geringsten = Fraction IV.
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Bot anscheinend der eingeschlagene Gang der Darstellung an
und fiir sich volle Gewahr dafiir, dass nach der Abseheidung
der Fraction IV die schwach saure, ammonsulfatgesattigte
Losung albumosefrei war, so entsprach sie auch der von
Kuhne aufgestellten Forderung, mit Ammoniak und Ammo-
niumcarbonat stark alkalisch gemacht, keine Andeutung einer
Trubung zu geben. Nichtsdestoweniger zeigte sich spater, dass
Spurenl) von Albumosen doch der Fallung entgangen waren;
dieser Umstand war aber nur der geringen Concentration der
letzten Ldsungen beizumessen, wie sich leicht durch einfaches
Eindampfen einer Probe zeigen liess, wobei die geringen Reste
als Opalescenzen sichtbar wurden.

Die .aus dem albumosefreien Filtrat durch Jod fallbaren
Fractionen V und VI wurden in der oben angegebenen Weise
dargestellt.

Bei der Untersuchung der Fraction | ergab sich, dass
hier das Gemenge von primédren Albumosen vorlag, wie es
auch durch Séttigung mit Kochsalz und Magnesiumsulfat er-
halten wird. Durch Dialyse liess es sich in Protalbumose und
Heteroalbumose resp. die aus letzterer entstehende Dysalbumose
mit allen charakteristischen Eigenschaften dieser Substanzen
trennen. Diese Fraction bedarf daher keiner weiteren Be-
sprechung.

Die nach Beseitigung der primdren Albumosen durch
Ammonsulfat erhaltenen Fractionen entsprechen in ihrer Ge-
sammtheit dem Gemische der Deuteroalbumosen friherer Unter-
sucher. Dieses besteht somit bei dem Witte-Pepton aus drei,
richtiger aus mindestens drei verschiedenen Stoffen. Da es
bisher nicht gelungen ist, diese einzelnen Fractionen noch
weiter zu trennen, so empfiehlt es sich, sie bis auf Weiteres
als einheitlich anzusehen. Ich will sie in der Reihenfolge, wie

I) Kihne, Erfahrungen tber Albumosen und Peptone. Zeitschrift
fur Biologie. Neue Folge, Bd. 11, 1892, S. 2 u. 3.

1) Dass diese letzten Reste nicht durch einen S&uretiberschuss in
Lésung gehalten werden konnten, geht schon aus der Art der Dar-

stellung hervor.
18
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sie durch gesteigerten Salzzusatz erhalten werden, im Nach-
folgenden als secundédre Albumosen A, B und C bezeichnen.

Die durch Jod abgeschiedenen Fractionen V und VI
stellen zusammen die Hauptmenge des im Witte-Pepton ent-
haltenen «echten» Peptons dar; ich will sie als Pepton A (die
alkoholunlésliche Fraction V) und Pepton B (die alkohollésliche
Fraction VI bezeichnen.

Die qualitativen Reactionen dieser Stoffe habe ich in
nachstehender Tabelle zusammengestellt und dabei des Ver-
gleiches wegen von den primaren Albumosen die Protalbumose

271

mit beriicksichtigt. Fir die Reactionen wurden durchwegs
wasserige, nicht zu verdiinnte Losungen der lufttrockenen Pra-
parate hergestellt mit Ausnahme der Protalbumose, welche ich
so verwendete, wie sie bei der Dialyse gewonnen wurde. Die
Préparate der secunddren Albumosen A, B und G enthielten
geringe Reste von Ammonsulfat, welche jedoch in der vor-
handenen Menge die hier angefiihrten Reactionen nicht beein-
flussen konnten. Die Protalbumose war vollstandig, die beiden
Peptone beinahe ammonsulfatfrei. Das keines der Produkte durch
Hitze oder durch Alkohol coagulirbar war, ist unnéthig zu betonen.

Reagens

1. Alkohol 96°/o

2. Salpetersaure in der Kalte

3. Gleiches Volumen concentr. Koch-
salzlésung zu der mit Essigsaure an-
gesauerten Losung gesetzt

4. Aussalzen der neutralen Ldsung mit
Kochsalz

5. Aussalzen der mit Essigsadure ange-
sauerten Losung mit Kochsalz

6. Verdinnte Kupfersulfatlésung
7. Essigsaure-Ferrocyankalium

8. Pikrinsaure

9. Metaphosphorsaure

10. Trichloressigsaure

11. Gerbséaurel)

*) Bei den nachfolgenden Reactionen wurden 2% waésserige Losungen der betreffenden Sub-
stanzen gebraucht mit Ausnahme der Protalbumose, welche in einer wésserigen Losung nicht bekannter
Concentration zur Verwendung gelangte; die Reaction von Adamkiewicz wurde stets mit fester

Substanz ausgefuhrt.

2) Die Reactionen 1—10 wurden ausgefuhrt mit einer Losung, von der sich spéater heraus-
stellte, dass sie bei neutraler Reaction durch Ammonsulfatsattigung eine Trubung zeigte, herriihrena

Protalbumose

Im Ueberschusse starke
Opalescenz, die sich in
der Hitze nichtverandert.

Trubung, welche in der
Hitze verschwindet, in
d. Kélte wieder erscheint.
Opalescenz, die beim Er-
hitzen schwindet, beim
Abkuhlen wieder er-
scheint.

Opalescenz.

Starke Tribung; im
Filtrate auf Zusatz von
Ammonsulfat keine
Trubung.

Tribung.
Triibung.
Starke Féllung, in der

Hitze 16slich, in der
Kélte wiederkehrend.

Kaum eine Andeutung *

von Tribung.

Tr[]bt_mg, in der Hitze ver-
schwindend, in der Kalte
wieder erscheinend.

Starker Niederschlag, der

in der Hitze nur zumTheil

l6slich ist; beim Erkalten
starke Triibung.

Secundare
Albumose A

Starke Opalescenz ; inder
Hitze Abscheidung von
Flocken, welche bei theil-
weisem Verdunsten des
Alkohols zerfliessen.

Erst bei Kochsalzzusatz
beinahe bis zur Sat-
tigung Tribung.

Starke Triibung.

Opalescenz.

Unvollstandige Fallung
(im Filtrat entsteht auf
Ammonsulfatzusatz
starke Tribung).

Tribung.

Spur Tribung.

Grosse gelbe Flocken an
der Gefasswand, die sich
in der Warme sogleich
16sen, in der Kalte
wiederkehren.
Weisser Niederschlag,
der sich in der Hitze 0st,
in der Kalte wiederkehrt.

Starke Fallung.

Eine intensive Fallung,

welche sich in derWérme

vollstandig 16st, in der

Kalte wieder auftritt; sie

18st sich im Ueberschusse
nicht.

Secundare
Albumose B

Im grossen Ueberschuss
eine Opalescenz, die sich
in der Hitze nicht andert.

[ Erst bei Kochsalzsat-
tigung Tribung.

Keine Spur einer
Tribung.

Keine Tribung.

Ganz schwache
Opalescenz.

| Keine Tribung.
Keine Tribung.

EinNiederschlag, der sich

sogleich in der Wéarme

pst, in der Kélte wieder
auftritt.

Keine Trubung.

Ein sich in der Hitze

l6sender, in der Kalte

wieder auftretender
Niederschlag.

Sehr starke Fallung, beim
Erwérmen sich auf-
klarend, beim Abkihlen
wieder auftretend.

Secundare
Albumose C

Im Ueberschusse starke
Opalescenz ; in der Hitze
fallen zarte, weisse
Flocken aus, welche bei
theilweisem Verdunsten
des Alkohols zerfliessen.

Bei Kochsalzsattigung
eine kaum wahrnehm-
bare Opalescenz.

Pepton A

Fallt im Ueberschusse.

Keine Tribung.

Keine Tribung. Keine Tribung.

Keine Tribung. Keine Trubung.

Keine Tribung. Keine Tribung.

Keine Tribung. Keine Tribung.

Keine Tribung. Keine Tribung.
Flockiger Niederschlag, Nach langerem Stehen
der in der Hitze ver- eine leichte Opalescenz,
schwindet, in der Kalte die in derHitze schwindet,
wieder auftritt. in der Kalte wiederkehrt.

Keine Tribung. Keine Tribung.

Sehr schwache_Opales-

cenz, in der Hitze ver-

schwindend, in der Kélte
wiederkehrend.

Féallt sehr leicht; der

Niederschlag wird beim Gibt eine beim Erwarmen

Erwarmen geldst, beim sich I6sende, beim Ab-

Erkalten tritt er wieder kiihlen wieder aus-

auf; im Ueberschusse fallende Tribung.
ist er unléslich.

Keine Tribung.

Pepton B2)

Keine Tribung.

Keine Tribung.

Keine Triibung.

Keine Tribung.

Keine Tribung.

Keine Tribung.
Spur Opalescenz.?2)

Tribung, welche in der
Hitze schwindet, in der
Kalte wiederkehrt.

Keine Tribung.

Trubung, in der Hitze
16slich, beim Erkalten
wiederkehrend.

Massenhafter Nieder-
schlag, der sich in der
Waérme lost, beim Er-

kalten wieder ausfallt.3)

von Verunreinigungen mit einer Albumose. Auf diese ist jedenfalls die schwache Essigsdure-Ferrocyan-

Kaliumreaction zurtickzufihren.

Behufs Reinigung wurde das Pepton bei neutraler Reaction mit

Ammonsulfat in der Hitze gesattigt, mit i/io Volumen ammonsulfatgesattigter Schwefelsdure ange-
sauert, nach 24 Stunden abfiltrirt und das Filtrat auf dem Wasserbade eingeengt.
3) Diese und die folgenden Reactionen beziehen sich auf ein vollig albumosefreies Préparat.

18~
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Secundare
Albumose A

Erst in saurer Losung 1 Tropfen gibt einen star-
Tribung, welche sich im kenNiederschlag, der sich Sehr starke Féllung, bei Fallt direkt; bei geringem
Ueberschuss von Salz- im grossen Ueberschuss grossem Salzsauretber- Zusatz von Salzsaure

saure 16st. von Salzsaure, nicht I0st. 1 schuss 16slich.

Secundare
Albumose G 1

Secundare
Albumose B

Reagens Protalbumose

Pepton A Pepton B

12. Jodquecksilberkalium

Direkt, ebenso auf Zusatz Weisser, in Wasser sich
von Salzsaure negativ. l8sender Niederschlag.

Weisse Fallung, beim

16st sich die Trubung.

Sehr schwache, beinahe

13. Millon’sche Reaction Positiv. = Fallung, beim Kochen Féallung, beim Kochen keine Trubung; bei .
Kochen Réthung. Rothfarbung. Rothfarbung. langerem Kochen blasse Negativ.
Rosafarbung.
Auf Zusatz von Salpeter- goon i der Kalte Gelb- > . “ °
14 Xanthoproteinprobe saure schon in der Kalte farbung Schon in der Kélte Gelb- Erst beim Erhitzen Gelb- Beim Kochen sehr Negativ
' Gelbfarbung. : farbung. farbung. schwache Gelbféarbung. 9 :
- R . . . x . . Aeusserst undeutlich;eine
15. Adamkiewicz’sche Reaction Deutliche Violettfarbung. Violettfarbung. Violettfarbung. Violettfarbung. Spur von Rothfarbung, Negativ.
keine Violettfarbung.
16. Molisch’sche Zuckerprobe Schwach positiv. Positiv. Positiv Nach langerem Er-  Sehr schone karminrothe Negativ
. warmen Violettfarbung. Farbung. :
17. Biuretprobe mit Kupfersulfat Violettfarbung. Rothfarbung. Rothfarbung. Schéne Violettfarbung. Etwas schwacher als Sehr schéne Roth-

Beim Erwarmen Gelb-

18. Biuretprobe mit Nickelsulfat farbung.

Braunfarbung; doch
schwaécher als bei secun-
darer Albumose A.

19. Kochen mit Alkali- und Bleiacetat Farbung.

Von den in vorstehender Tabelle verzeichneten Befunden
verdienen einige nahere Betrachtung.

Zunachst ist ersichtlich, warum die sonst tbliche Trennung
der primédren und secundaren Albumosen mittelst Kochsalz oder
Kochsalz und Essigsdure ein unbefriedigendes Besultat gibt.
Wie schon Kihne und Neumeister bekannt war, ist die
Abscheidung der primaren Albumosen durch Sattigung mit
Kochsalz eine unvollstandige. Sattigung mit Kochsalz und
Zusatz von Essigséure fallt jedoch einen Theil der secundéren
Albumosen neben den primédren und zwar, wie aus meinen
Versuchen hervorgeht, der secundéren Albumosen A und B.

Ferner erhalt die von Neumeister gehegte Vermuthung,
dass die in neutrale gesattigte Ammonsulfatlésung Ubergehende
Albumose eine bestimmte Art von Albumose darstellt (er leitet
sie von der Protalbumose ab) eine Bestatigung. Wahrend
Neumeister jedoch annahm, dass diese Albumose (bei mir
die secundare Albumose C) auch in dem durch Ammonsulfat
fallbaren Gemenge vorhanden ist, muss ich nach meinen Ver-
suchen das Gegentheil annehmen.

Wichtiger aber ist, dass sich in dem reactionellen Ver-
halten der einzelnen getrennten Albumosen und Peptone nicht

Schone Gelbfarbung.

Intensive schwarzbraune

sonst; purpurfarben. farbung.

Beim Erwéarmen Gelb-

Gelbfarbung. farbung

Schwache Gelbfarbung. Sehr schone Gelbfarbung.

Nach kurzem Kochen

Gelbfarbung, spater ge-

ringe

Selbst nach langerem
Kochen negativ.

Auch nach langerem

Kochen negativ. Negativ.

Ausscheidung von
Schwefelblei.

bloss eine Verschiedenheit des physikalischen Verhaltens (somit
der Molekulargrosse), sondern auch der Constitution unver-
kennbar ausprégt.

In dieser Richtung sind vor Allem von Wichtigkeit die
Millon’sche und die Xanthoproteinreaction, welche die
Anwesenheit einer bestimmten aromatischen Gruppe (der Oxy-
phenylgruppe) anzeigen, ferner die Molisch’sche Probe als
Kennzeichen der Anwesenheit von Kohlenhydratgruppen, die
Bleioxydreaction als Nachweismittel von unoxydirtem, ab-
spaltbarem Schwefel, die Biuretreactionals Ausdruck einer
eigenthiimlichen Configuration der Amidocarbonylgruppe,l) end-
lich die Alkaloidreaetionen als Beweismittel fur die An-
wesenheit basenbildender Gruppen.

Wie Hofmeisterl) jungst auseinandergesetzt hat, kommt
auch der Adamkiewicz’sehen Probe eine eigenthiimliche
Bedeutung zu, insofern ein positives Ergebniss auf die gleich-
zeitige Anwesenheit von Kohlenhydrat neben aromatischen

i) Hugo Schiff, Biuretreactionen. Berichte der deutschen ehern.
Gesellschaft. Jahrg. 29. Nr. 2 S. 298.
t) Hofmeister, Untersuchungen Uber die Proteinstoffe. 1. Ueber

jodirtes Eieralbumin. Zeitschrift fir physiolg. Chemie, Bd. 24 S. 166.
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Gruppen, welche die Millon'sehe Probe geben, schliessen
l&sst.

Aus obiger Tabelle ist ersichtlich, dass die Biuretreaction
und die Alkaloidreactionen keiner der dargestellten Fractionen
fehlt. Nimmt man das Zusammenvorkommen dieser Reactionen
mit Kosselil) als typisch fiir die Anwesenheit eines Protamin-
kerns an, so missen sie sammtlich als Protaminabkdmmlinge
angesehen werden. Daneben aber zeigen sie in Betreff der
durch Millon nachweisbaren Oxyphenylgruppe, der Kohlen-
hydratgruppe und der Anwesenheit von nicht oxydirtem Schwefel
nachstehende Verschiedenheiten:

Nicht oxydirter

O);)rlsggzlyl- Kohg;reun;g/ec‘lrat- a%SC% 3\'{ ,g%zlr.er
Primére Albumosen vorhanden vorhanden vorhanden
Secundare Albumose A sehr reichlich
» » B » sparlich
» » C ! fehlt
Pepton A spérlich » fehlt
., B fehlt fehlt fehlt

Die Tragweite dieser Verschiedenheiten bedarf noch einer
genaueren Prifung. In Betreff des Fehlens der Millon’sehen
Reaction bei Pepton B und der Schwefelreaction bei beiden
Peptonen ist zu beachten, dass die Erfahrungen Uber Einwir-
kung von Jod auf Eiweiss (siehe Hopkins!) und Hofmeister?)
gezeigt haben, dass dieselbe, allerdings bei intensiverer Re-
action, als sie hier vorlag, das Verschwinden der Millon-

1) Kossei, Ueber die einfachsten Eiweisskorper. Sitzungsberichte
der Gesellschaft zur Befdrderung der ges. Naturwissenschaften zu Mar-
burg. Nr. 5. Juli 1897.

1) F. G. Hopkins, Untersuchungen Uber die Einwirkung der
Halogene auf Eiweiss. (Vorlaufige Mittheilung.) Berichte der deutschen
chem. Gesellschaft. 30. Jahrg. Nr. 14, S. 1860.

2) a. a 0.
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sehen Reaction und die Oxydation des Schwefels bewirken
kann. Es bleibt somit noch festzustellen, ob das obige Ver-
halten durch eine solche secundére Reaction zu erkléren ist oder
nicht. Da andere Autoren die Peptone frei von bleischwérzen-
dem Schwefel gefunden haben, scheint dies nicht der Fall zu
sein. Ganz besonders auffallig ist aber das Fehlender Molisch-
schen Reaction, demnach des Kohlenhydratcomplexes, bei Pep-
ton R, wéhrend er allen anderen zukommt. Pepton B steht in
diesem, wie in seinem Ubrigen Verhalten, weit von dem Eiweiss-
molekil ab. Man konnte es danach direkt als ein Glutinpepton
ansprechen. Ferner ist hervorzuheben, dass die secundére Albu-
mose C ihrem Verhalten nach und wegen des Fehlens von
nicht oxydirtem Schwefel eine Mittelstellung zwischen den
secundéren Albumosen und den «echten» Peptonen einnimmt,
welche die Verwendung der Schwefelreaction resp. des Schwefel-
gehaltes als Unterscheidungsmittel der Albumosen und Peptonel)
nicht als empfehlenswert!! erscheinen l&sst.

Meine nadchste Aufgabe wird es sein, die nach obigem
Vorgang isolirten Fractionen weiter auf ihre Einheitlichkeit zu
prifen, scharfer zu charakterisiren und die genetische Be-
ziehung, in welcher sie zueinander stehen, klarzulegen.

1) Hugo Schrotter, Beitrdge zur Kenntniss der Albumosen (II.
Mittheilung).  Sitzungsbericht der mathem.-naturwiss. Classe d. k. Aka-
demie d. Wiss. in Wien. Jahrg. 1895, S. 448.



