Einige Beitrage zur Kenntnis des Invertins der Hefe.
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| ber 'litt chemische Natur des Invertins sind mm schon
eine ganze Keilte von | ntcrsiiclnmgen und /.war von den ver-
schiedensten Forschern ausgefiihrl worden, und tmtzdeih kann
man leider his heule nicht sagen, dal» dadurch das Dunkel,
das Uber dem Wesen dieses wie der andern Fermentkorper
lie.L!l. auch nur in einigermalRen befriedigender Weise aufgchellt
we°rden ware: ja es will sogar scheinen, als ob lUberhaupt jeg-
licher \ ersuch, hiertiber Aufschluf3 zu gewinnen, noch aid'lange
hinaus aussichtslos, jedenfalls in jetziger /eit noch sehr ver-
friht ware.

Aber wie dem auch sein mag, so durfen wir uns doch
naht al»halten lassen, auch jetzt schon immer voir neuem ein-
zelne ['lagen, die-sich uns bei [>etrachtutig des (iegenslandcs
auldrdngen, laut aufzuwerfen mal deren Meant wortung, so gut
und so exakt es gehen mag, auf dem Wege, des Kxperimeirts
zu versuchen. Solche | nlersiichungen kdnnen immerhin neue
| ulnu heu zutage fordern mal konnen Heitrdge .zu <lem wissen-
schaftli« heil Materiale lielern. das notig ist, mn the einstifre
Losung des Problems wenigstens vorzubereiten. Dabei ist dann
k°ine Frage. aia-.h keine Vermutung, selbst Wenn sie manebem
id- irrig erscheinen mag, nutzlos und umsonst: wenn sie mir
nach irgend einer Seite hin zu einer wissenschaftlichen I'nter-
srchimg anregt, die eine bestimmte Antwort. Ja oder Nein,
erwarten laft.

n-ij'C'S. yL r /e-iCcliriit J. pliyO «. Ch. mi  \].(| |
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Aus »liesem (izzmdo habe auch ich mi» h nicht gescheut,
die r.caiitwniluii™ einiger Fragen /u untenh hincn. die sieh mir
heim Studium der neuesten Arbeiten Uber das Invertin aubre-
»lran®l hallen.  Yornehmlieh lul<rendc Funkle sind es, <li<i mir
aul”elallen waren und einer experimentellen rnlersuelmnjr nicht
lin/iie;in”ieh erschienen.

1. hie Asche der verschiedenen luverlinprapaiate i~t, wie
schon lanjie bekannt. stets phosphor.Muirchalti® und beshdil
uber' aiipt vornehmlich aus Kalium- und .Ma”nesiumphosphat.
Lahl sich die !"hosplmrsdure wohl jmnz mis »<*u Praparaten
enllerneii. ohne die W irksamkeit derselhi'ii zu zerstoren? oder
jrehorl der Phosphor vielmehr seihet* zur Konstitution einer
organischen tirnppe? ha wir iiher die Mun®e der in den wirk-
samen Praparaten enthaltenen Phosphorsaure bisher noch keim*
hinreichenden Angaben besitzen..1 so ist eine Ueihe von lioh-
liivcrtmeii. ebenso wie von gereinigten Praparaten. zu ver-
aschen und der Phosphorsiiiirepmlialt der einzelnen Aschen
»pianlilaliv zu Itestimmen.

2. (icliorl das in »len bisher dararesteilten Invcrlinpraparahm
stets aiillrelend»! Kohlenhydrat zur Konstitution der eiluiliieh
wirksamen Substanz oder ist. es in der Tat nur eine Yerun-
reini®uii™ und 1&hl sieh diese vielleicht beseitigen? 1st das letztere
der Pall, so wird ein davon befreiles Praparat .'meine Wirksamkeit
behalten: andernfalls muh es sie verlieren.
m:ihi<r, wenn auch in wcchselmler Menm* jretiindene SliekslolV von
naheren und komplexeren Prolcinderivaleii oder Von ein<T oder
mehreren kleineren stieksloffl adligen(i nippen. als»la sind: Amino-
sauren. Abkommlinge d<‘s Purins. Pyrimidins und »lerglei»-hen?

Aiispnin“smaicrial und Parstelluipj>w ei.se der wirk-
samen Praparate.

Far 1lie [jarslelUm<r meiner Praparate habe ich mich nach-
einander zweler vers» hie»len»T Arten von Aus®im”smaleria! he-
»hciill.  Zu Anlan.ir nniner Ycrsm-he benutzte ich dazu eine

[ Hfslicr lic™Min nur riui“e U «*lux lilunu« ri Sa Iko\wv>k i> vor. da.-
allcrduuis auf niuanix li » Dnitl 1w u I*iigjpjco  lumveben.  \f»ul. Diese
Zeitschrift. IM  XXXI. S. M2l -M2M.
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reine l'rebhofe. von der mir durch die :licfczuehlanMaii des
Vereins ili'iilx’licr  Spiritusl;iDrik;inl«*ii . in  IiellGi  mehrmals
grébere Mengen in liberalster Weist* zur Verfigung gestellt
wurden. hiese lIt*lt* .Ixis;ili einen durchschnittlichen wasser-
gehalt von it'»[*) im«| einen Aschengehalt der | roekensiibstaux.
von ungelahr 1)° »,

Aus etwa In kg derselben halle vor mir selmn »du
anderer Arbeiter des: Instituts, Herr hr. Il.6jd'ner. zu wieder-
holten Malen wirksames Invertin extrahiert: trotzdem ‘lieWle
mir di« gleiche liefe, als ich sie ein ganzes Vierteljahr nach
jenem — sie war unterdessen in einem vers< hlos.-t neu | ielTibe
und in der Kihle aulbewahrt worden — von neuem mit Wa—er
auszog. abermals reichliche Mengen dos gewtlinschten Fermentes,
eine lalsaehe. die deullieh «arauf hinweisl. dal) «lie llelc-zellen
ihr Invertin nicht mit einem Male an das Wasser, mit dem
sie verrahrt werden, abgeben, sondern dali. erst allmahlich,
infolge langer lorlgeselzler Maceration, immer neue wirksame
Komplexe im Innern der Zelle sieh loslésen, um sodann auf
dem Wege der hiltision in die AiilionllisMgkcil zu gelangen.

spater zog ich es vor. das Hohmuterinl am einer unler-
gangen llierhele zu gewinnen, die mir von einer benachbarten
Urauereil ebenfalls in zuvorkommendster Weise geliefert w unie.

hie I>arstellingswei.se des ersten llohpraparats war in
beiden Fullen. mochte das Ausgangsinaleiia! reine I'reiiliele oder
gewobhnhebe liierlude sein, im wesentlichen dieselbe, «lie  h«*n
\\ A. Oshornc-i bei seinen Versuchen Uber das Invertm er-
probt und empfohlen balle. Sie bestand darin, dal) jede.-mal
etwa * kg llclc mit 6 | Po Pt)" ' igen Alkohols in einer groben
Keibschale gut angerieben. sodann. naehilem man den Frei
einen Tag lang ruhig stehen gelassen, der'Alkohol durch
hilt! at ion entfernt, «lie ziiriekbleibende Hefe wieder einige Tarn
lang in einem groben hechergluse bei ziemlich kiihler Temperalur
mit etwa b | Wasser, am besten unter bestdndigem' I'm-
i 'ihren mittels eines lliihrwerks, «ligeriert. und am fude aui
Imehrere grolle Failenliltcr gebraebl wird, um Vom wés-eiigen'

I6auoiCi Heuirirfi in Lustnau »*i Tlbingen
1 Hm'so ZMlvchnfi. [M. XXVIIl. S !l
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Auszilige getrennt zu werden : worauf der Brei wieder von neuem
mit Wasser lihergosson und in der gleichen Weise so oft und
so lange extrahiert wird, bis eine Probe der nbliltrierten L6sung
nieht mehr oder kaum noch invertierend wirkt.

Das erste Filtrat wirkt jederzeit energisch invertierend,
.-t immer stark gelh gefarbt, reagiert mit Lackmus amphoter
und gibt mit moiyhddnsaurem Ammoniak hei Gegenwart von
konzentrierter Salpetersdure eine starke I'hosphorsaurereaktion.

Nun figt man zur LOsung soviel Ammoniak hinzu, dal3
sie deutlich danach riecht, und erzeugt damit rasch einen dicken
Niederschlag von Ammuniiim-Magnesiumphosphal. der. da er sich
in kurzer Zeit gut absetzl, auch bald durch Filtrieren entfernt
werden kann. 1st dies geschehen, so wird die LOsung, wenn
notig, auch noch durch ein Pukallsches Tonliltcr gesaugt und
endlich das voéllig klare Filtrat rasch bei einer 40° nicht Uber-
steigenden Temperatur im Vacuum eingedampfl. Aus dem
zurtckbleibenden Sirup lalst sieh das wirksame Invertin ohne
weiteres mit -absolutcm "Alkohol ausfillen. Man Iut aber gut,
alle einzelnen Ausziige vorher in gleicher W eise zu behandeln,
ihre sirupdsen Rickstande zu einem einzigen zu vereinigen und
erst aus diesem das Invertin durch Zusatz des mehrfachen
Volumens von absolutem Alkohol anszufallen.

Der so erhaltene Niederschlag fBohpraparat . der neben
der wirksamen Substanz noch Hiweil3sloffe und Mineralhestuud-
leile enthalt, wird mm zunachst aids Filler gebracht, da noch-
mals mit absolutem Alkohol gewaschen, hierauf mit lauwarmem
W asser in eine lleibschale gespullt und darin zu einem dinnen
Brei aiigerieben. den man in einem Becherglase noch weiter
verdinnt und einige Stunden stehen Ilaft.

Nach dieser Zeit hat sich auf dem Boden des Glases
eine dicke schleimige Masse abgesetzt, von der die wirksame
Lésung abermals durch Filtrieren getrennt wird. Fs ist zweck-
malfig, diese Losung, um sie weiter zu reinigen, nunmehr noch-
mals mit Ammoniak zu versetzen, zu dem Zwecke, damit einen
neuen Niederschlag von Ammonium-Magnesiumphosphal zu er-
zeugen. und endlich das Filtrat von diesem einer langeren hialvse
dun-li Pergamcntpapier zu unterworfen.
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bemerkenswert war mir. wenn ich mit reiner I'refdiei'e arbeitete,
das jedesmalige I'nwirksamweiden der LOsung nach dein Zusatze des
Ammoniaks und ebenso die langsame Wiederkehr der Wirksamkeit
freilich nicht immer der vollen — nach mehrtagiger Dialyse.

Nach Reendigimg der Dialyse mul der Inhalt des Dialysator»
von neuem im Vacuum eingedanipft und das Invertin ans dem
ubrig-bleibenden Sirup mit viel absolutem Alkohol gelallt werden.

Dur die Dialyse benutzte ich nicht mehr'den seit Kihne
Ublichen Dcrgamentschlauch, sondern einen Apparat, der es
nicht nur ermoéglichte, eine grébere Menge der Losung il.O |
und melin auf einmal zu verwenden, sondern zugleich auch
Lo.-ung wie Aubonwasser m fortwahrender stromender Uowegung
zu erhalten.

Der Apparat >siehe beifolgende Zeichnung) besteht aus
folgenden Teilen: 1. dem zylindrischen 1‘orzcllatigeslell A. das
sich mil einer groben Pergamentmembran Uberziehen lafdt: 2.
der ludzcrticn Dolle D. die ebenso wie das Porzellangesiell.
letzteres vermittelst des hdlzernen (ionus s. auf der metallenen
hohlen Axe L beiesligt ist. welelul ihrerseits von dem Arme 1)
eines eisernen Malters, in dessen Hingen it sie lauft, getragen
wird: o. dem glasernen Rihrer L, der durch die hohle Axe
hindurch in das Innere des "Dialysators hineinragl, wo an
seinem unleren Abschnitt 2 Reihen glaserner Schaufeln- ange-
schmolzen sind, wahrend sein oberes Lude von der metallenen
gleichfalls am Haller befestigten Klemme F Unbeweglich er-
halten wird: L einem groben, etwa 10 | fassenden, mehr als
zur Halfte mit dcsliilierlein Wasser gefullten dickwandigen
Glaszylinder D, in welchen der mit der Losung beschickte I\Vr-
gamenlZylinder eingesenkt wird, soweit, dal» das Niveau der
Flussigkeiten innen und aul3en gleich hoch steht.

Vermittelst der Trieb.schnur t kann die Rulle .entweder
von einer kleinen Wasserturbine oder auch von einem Kkleinen
Hoibluftmotor, der durch eine Bunsenflamme ho"lrieben wird,
in Bewegung gesetzt werden. Die Zeichnung gibt bei T das
Bild einer Turbine mit dem RoOhren fur Wasserzu- und -ablltib.
Rcginnt sich nun der !Vrguniciitzylindcr zu drehen, so wird
alsbald auch das .umgebende Wasser.in rotierende Rewegimg
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versetzt: Da aber der Huhrer unbeweglich befestigt ist. so
bildet er mit seinen Schaufeln ein Hindernis fur die gleich-
iniililere VVorwértsbewegung der im Innern befindlichen L&sung
und bewirkt vielmehr ein solch fortgesetztes Wirbeln und
Diirchcinandermischen der letzteren, dall wahrend der ganzen
Hauer der Dialyse immer neue Teilehen an die innere Ober-
Iibbe der Membran gelangen und so den gewiinschten Prozel
erheblich beschleunigen.

Das Porzellangeslell ist, wie aus der Zeichnung ersichtlich,
von zwei mit je einer horizontalen Kille versehenen Hingen
gebildet, die durch schmale Langsstdbe miteinander verbunden
sind, und besitzt eine HObe von und einen Kreisdurchmesser
von 10 cm. Das | berziehen derselben mit der Membran ge-
schieh! in der Weise, da der uulcrc Porzellanring test auf
einen grollen, vorher gut durchfeuchteten, auf einer sauberen
dicken (dasplalle ausgebreiteten Pergamentbogen isogen, echtes
Pergament Nr. 2) aufgepret und hierauf der Uber den Hing
hinausragende Teil der Membran von unten um das tlestell
heraulgcscldagen und durch Lmsclmiren mit Kindfaden an den.
beiden Hingen des tieslells, da wo sich die Hillen befinden,
fe-tgebunden wird, iSiche auf beziehender Zeichnung Fig. 2.)

Dadurch entsteht ein Hohlraum, dessen Kodenllache nahezu
[I;»eh. dessen Seitenwande. aber stark gefallet sind. Anstatt
ein Felder zu sein, sind die dadurch bedingten Ausbuchtungen
vielmehr von Nutzen: denn sie vergroBern nur die Oberflache.
Auf die Auswahl der Membran mul} die groRte Sorgfalt ver-
wendet werden. Jedenfalls ist vor der Benutzung des Appa-
rates nochmals genau zu prifen, oh nicht irgendwo ein feines,
kaum sichtbares LoOchelchen in ihr vorhanden ist. was sich
nach dem Fingielen von Wasser in das Innere alsbald durch
rascheres Abtrupfen an solchen Stellen zu erkennen gibt.

Dauert die Dialyse, wie gerade in unserem Falle, nicht
bloR Jage, sondern bisweilen mehrere Wochen an. so mul
die AuBenflissigkeit, um das Dilfusiotisgefdlle mdglichst hoch
zu erhallen, Ofter, jedenfalls té&glich, erneuert werden. Ferner
ist. wenn die Versuche im Sommer angestellt werden, daflr
Sorge zu tragen, daR weder die Ldsung im Innern noch die
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Aulicnflussigkcit in Kaiilnis *it*r;iten.  Ks empfiehlt sich deshalb
der Zusatz von etwas Toluol zu beiden.

Zu dem ersten derartigen Versuche, ein wirksames In-
vertinpriparat darzustellen, wurden ¢ Kilo der obengenannten
reinen l‘reliliefe angewandt. Nachdem ich diese Menge final
nacheinander mit Wasser ausgezogen, die vereinigten KJ\-
trakte in oben beschriebener Weise behandelt-und namentlich
die Dialyse 8 Tage laug fortgesetzt hatte, erhielt ich aus der
Innenlltssigkeit des Dialysators durch Pallen mit absolutem
Alkohol, Waschen des Niederschlags mit Alkohol und Ailier
und Trocknen desselben im Vacuum Uber Schwefelsdure, zuletzt
nur noch 111 g eines leichten grauweil’en Pulvers, »las sich
allerdings sehr wirksam erwies.

Die Analyse desselben ergab folgendes:

Ascii on bestiuiinua"f.

1. LSiist! g trockener Substanz hinterlief>eii n.0.'17P g, entsprechend
Asche;
2. UO.T» - Asche enthielten tUMOP g entsprechend SI1.6f' KO
odor »{})(it)° - I*.
Daraus herechnet sicti fur das Inveitinpraparal seihst -... (iohalt
von | lyj. oder 0.72°» 1*,

lleinontaranaly se.
1. 0. IPS.» g trockener Suhsl lieferten 0.d 17 g Kohlensaure u. 0.11P6 g Wasser

2. e.giJS/ » » » gaben nach Kjeldahl li.olilp g Stickstoff.
Also enthielt die aschenfreie Substanz :
C -{-LoDu -
H n.sij”,
A i, 1(iuu

Zu den Analysen sei bemerk!. 1. dab ich die Substanz zum Zwecke
der Kohlenstoff- und Wasserstoftbestimmung erst mit etwas eKaiium-
dicliromat vermischt und dann im Schiffchen verbrannt. 2. dal* ich die
Asehenhoslimmungcn. ebenso wie Kolle.l) nacli der Methode von Streck er
ausgefuhrt tiahe. Danach wird bekanntlich eine Menge von etwa | —2 g
der trockenen Substanz vorsichtig im l'orzellantiegel verkohlt, sodann
der asohenhaltigen Kohle soviel konzentriertes' I»;ii vtwasser von be-
kanntem Debatte zugelugt, dal etwa die Halfte mein KaO vorbanden
ist. als die in der Asche anwesende I'nosphorsiure zu himlen vermag,
und endlich, nachdem die Losung auf dem Wasserbade eingedampft
worden, mehrere Stunden lang bei schwacher Kotglut im Muffelofen er-

o/ Diese Zeitschrift. Kd. XXIX. S. 1dO.
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hitzt. Zuletzt-wird der IUicksland mit etwas Ammoniumkaibonallosung
beleuchtet. um etwa ungebundenes BaO in Baryumkarhonal Ubcrzu-
filliren. und dann, nochmals etwa eine Stunde lang schwach in der Muffel
gegliht. Weh dein Wé&gen des (ilidiiijekst;indes wird die Kohlensaure
desselben zweckmafig nach Kolbe 'i heslimmt und. wenn dies gesi liehen,
deren Gewicht samt demi des xiuresetzten Baryuinoxyds vmn Gewichte
des Tiegelinhalles abgezogen, so dah sich der liest als Gewicht der vom
verbrannten Pr&parate allein herrihrenden -Asche ergibt.

I»a erst spater, als mir Invertinpraparate von groberem Aschen-
gehalte zu Gebote standen, genauere Analysen von solchen Aschen aus-
gefuhrt werden konnten, so habe ich mich heim ersten, wie heim folgenden
Pra parate, mit derl lest imnnnig dosIMiosphorsau regelialles derselben begniigen
mussen. Ich will aber doch schon hier an einem einzelnen lleispiele
— es hetrilft das spater S. Pl zu erwédhnende Invertin Ilh — den
(fang einer Aschenanalyse, wie sie hei mehreren Praparaten durcligefuhiT
wurden, ausfuhrlich beschreiben:

g.SbOS g trockenes Invertin wurden mit 1.1SD1 g BaO in an-
gegebener Weise verascht. Die zurlckgebliebene haruimkarhonalliaitige
Asche wog 1.9202 g. In LA02S g dieser A.-ahe wurde die Kohlensaure
nach Kollo- heslimmt. Ihre Menge betrug 0.0fsOB g. also D.lIAI- g Kohlen-
saure auf - 1.9202 g (lfesamlasche. W.ir linden also 1.1)202 — 1.1S0!
-I- 0.1 IMP u= 0J1027 g Asche in 2.N09S g Invertin, d. h. 22.01")).

Zur quantitativen Bestimmung einzelner Ascheuheslandicile wurde
die salzsaure Losung der Asche zunéchst vom unldslichen Bamimsulial
ahliltrierl und das Filler samt darauf befindlichem Niederschlage mit
warmem Wasser gewaschen, getrocknet, im Platinliegel verascht und
gegliht. F.s hinlerbliebeii O.lo66g |,aS04. entsprechend 0.0.Y20 g $<)..
Das salzsaure Filtrat samt Waschwasser wurde mit Ammoniumkarhonal
versetzt. Ins eine schwache bleibende Tribung entstand, die ich durch
meinige Tropfen Salzsaure wieder beseitigte. Dann setzte ich tropfen-
weise Ferricblorid hinzu. Ins die Uber dem entstehenden gelblichweiben
NieVlersc-hlage des Fefripliosphats lietindlictie Flussigkeit braun gefarbt
erschien, verdinnte auf ungefdhr 100 ccm mit heifem Wasser, erhitzte
zum Siech n, kochte etwa noch eine Minute, filtrierte und wusch dann
mit heil.ifin. anunoniumaeelathalligem Wasser gut aus. Nachdem ich
sodann den Niederschlag mit warmer, verdinnter Salpetersaure geldst,
die Phosphorsédure aus dieser Losung mit molyhdansaurem Ammoniak
ausgefallt und den neuen Niederschlag wieder mil warmem Ammoniak
gelést hatte, wurde endlich die .phosphorsdure in bekannter Weise mit
Magnesiamixtur gefallt und nach dem Auswaschen und Gluhen als
Magnesiiimpyropliosphat gewogen. Fs hinterblieben O.ISOK g MJLO:. ent-
sprechend O.OIOi g P.(!.

| Fresenius. (Quantitative Analyse, |. 0. Aull.'. S. -119.
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Im [I' ‘It rate vom Kisonniederschlage befanden sich min die alkalischen
Knien und Alkalien. Das Baryum wurde daraus, da seine fiesamtjnenge
ja bekannt war. ohne weiteres mit verdinnter Schwefelsaure, aus«. -
schieden, das baryumfreie Filtrat aber in einer Dialinsebale zur Trockene
veidamptl. die Ammonsalze verjagt, der zurlckgebliebene Best in wem.!
Salzsaure gelost und diese Losung genau Ins auf |0o ccm verdinnt.

OD ccm dieser laisiuhi wurden zur liest minium: tier Magne.siu ver-
wendet. Fs wurden gefunden 0.«* é g .Mg.IML. in loo ccm also 0.0-JS g.
entsprechend 0.01-02 MgO.

In einigen Fallen wurde noch eine Trennung mit Ammoniumoxalal
vorueiiommen. um auch nocli etwa vorhandenen Kalk zu bestimmen.

Aus «teil anderen 40 ccm der LOsung wurde die Magnesia mil
Harylwasser als Magnesiuinhydroxyd abgeschieden und im Filtrate davon,
nachdem mb das Barunn mit Ammoniumkarbonal entfernt, samtliches

Alkali als Suliat bestimm! und auf Kalium nmgeiecimet. So fand, ich ui
60e, in 0.0T6i; g. in 100ceni a!so0.!6|2g KaS<)4. entsprmecbeiid 0.0<sl7,' 1 K.<).

lon zwoilos wirksames Praparat, (Ins in dersolhon Weise
wie dus erste uns einer andern Portion, und zwar abermals
Otis n) kg, d(T glon-hon r(*iii(n Prelihoh* dargeslellt worden war.
lieleile !»ei der Analv.se folgende Zahlen.

Asclienbestimnmng.

| - d767 g trockener Substanz iiinterliefen 0.0I12'.i g 1>0' . Asclu*.
- 0.0i20 g Asche enthielten O.odol g I'./).. entsprechend Sg.7d . |'Qv
oder ‘io.l 1, .

Das veraschte Praparat besah demiia» h 1.-Pul .. P.(), oder' 0.(»u" , I

Klementaranaly >e.

I. 0.2l*.)g trockener Subsl. lieferten 0..C>71 g Kohlens&uren.O.l:i72g\Yasser
- 0.I12(iSg trockener Substanz gaben nach Kje Ida h! 0,00P0»7) g Stickstofi
Das Praparat enthielt demnach aschenirei :

C 4»17% —
H 7111°> —
\ o 3.3

In lolgondiT kleinen Pahelle sind meine eigenen analyliselien
Hesullaie mit denen zusammengestellt. die Herr Dr. llopfuer
vor einigen .lallten hei der Analvse zweier Praparate erhieil.
die er >n ahnlicher Weise, wie ich. aus derselben [Berliner Prell-
hele gewonnen hatte.
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. A-Hh-iiuiiliall . )
|*rr,g;;t- o CMu> Il n ) X in Auto
4.a¢- 4 ls 4.2 .
2,70 1477 &% gy |Hopmer?
g.0."i PK.) (>K(5 4,1(5 ner
| so 45.17 7.ta ooa | Hame

gl man ;d¢> von dem stark abweichendeu Stickstotf-

meines Prdparates 2 — dessen niedriger Zahlenw(‘rt
aber wahrscheinlich auf einem Fehler der Analvse beruht —, so
donlet die ungefahre! bcreinslimmuug der sonstigen anaivlisehcn
Daten in der Tal auf eine merkwdrdige (ileichartigkeit der 2
/w verschiedenen Zeiten und von verschiedenen Autoren, aber
aus der gleichen llefearl, dargeslelllen Praparate.

Wte oben angegeben, waren die von mir analvsierlen
Praparate, ebenso wie diejenigen Hopfners, aus der im Innern
des Dialysators zurlickgebliebenen Ldsung gewonnen.

\\ ie verhielt es sieh nun mit dem wirksamen Ferment,
das bekanntlich wihlend lange fortgesetzter Dialvse regehnabig
neben den Salzen durch die Membran nach anbei) dringtV
Schon Kollc-D klagt dartber, dal» bei seinen Versuchen, das
I'ennent zu reinigen, wahrend der mehrtdgigen Dialvse (lurch
die ihm zu (iehote sichenden Pergamentsehliuche mit den an-
organischen Salzen jedesmal auch eine ziemlich reichliche Menge
wirksamer organischer Substanz diffundiert sei. leb selber
maeble die gleiche Peobachtung und zwar fand ich die Aitben-
llUssigkeil bald deutlich wirksam. Ja es gelang sogar, als ich
die Aubenlliissigkeit von mehreren Tagen sammelte und im
Vacuum bei “»i auf ein kleines Volumen eindampfle, daraus
durch Zusatz von viel absolutem Alkohol (‘inen Niederschlag
zu lallen, fier nach dem Waschen mit absolutem Alkohol und
Ather und nach dem Trocknen im Vacuum tiber Schwefelsaure
ein &hnliches leichtes, hellgelbes Pulver darstellte, wie das aus
der InnenlliissigkeH, ein Pulver, das stark wirksam war, keine

') Audi Hopfners Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoftpro/.ente
Mud auf ax hciifreie Substanz berechnet.

1 Diese Zeitschrift. Int. XXIX, S. 4HO.
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Biuretrcakfion "ab. wohl ahoi* nach dom Kochen mit Salzsaure
Fehlingsche- Losung reduzierte. zum Beweise daftir, dal! auch
diesem ziemlich leicht diiruiidiorondeii Komplexe ein Kohlenhydrat
anhing. M

Anfangs hegte ich wohl don Verdacht, dal» dic; Membran
nET( ndwo ein bock haben mdge, ein Lochelchen oder einen
leinen Bib, dmvh den die L6sung als Ganzes nach aulicn
sickern konne. Indessen wurde dieser Verdacht bald durch die
|iit."dche widerlegt, dah das [ liissigkeitsvohimen im Innern
"< h inelireren Tagen merklich gewachsen, sein Niveau Uber
das aaliere gestiegen war.

Den Phosphor des Hohinvcrlins vollig durch die Dialyse
zu cntlerncn. isl mir nicht gelungen. Ich habe die Lésung jenes
aus der zweiten Reinhefeportion dargestelllen Uohpripnrats
s(*gar einer 21 Tage andauernden Dialyse unterworfen. Zuletzt
konnte in dem téglich erneuerten Aubenwasser nur noch dann
I’hosphorsaure nachgewieseiiwerden, wenn wenigstens 6ooccm
desselben bis aut wenige Kubikzentimeter eingedampft worden
waren, aber trotzdem erwies sich, wie oben gezeigt wurde,
das aus der Innenlliissigkeit am Lude dargostelllo Inverlin-
[priijiarat bei dur Veraschung immer noch als phosphorhaltig.

Zu wiederholten Malen halle ich an den aus der Ucr-
lincr Beinhelo dargestelllen Praparaten (lie bedauerliche Lr-
lahrimg gemacht, dab sie sowohl gegen Ammoniak, wie gegen
Alkohol GuHorst empfindlich waren. Waren namentlich die
spateren Auszige auch bis nach dein Kind;» tupfen im Vacuum
iImmer wirksam geblichen, so verloren sie doch diese W irk-
suiikoil zu héaufig bald nach der Fallung mit Alkohol, 1 ud
rloch war sowohl der Alkohol, wie der zum Waschen benutzte
Ather stets vollkommen rein. Mit Aceton als FallungsmitTd
machte ich keine besseren Krfahrungon.

in der hrwégung, dab diese Fmplindlichkeit Vielleicht mit

‘s Pall das der Ik*i* eigentimliche Kohlenliydral (lurch IVVrgaincnt-
fai'icr ditruiulicrt. hat auch schon Wrohlewski beobachtet. In Md. :i,
- ,,;G der Berliner rheinischen Berichte sagt er dartber: Al),
Kohlehydrat wirkt nicht invertierend, es dialysiert schwer, alter leichte!
als die Proteinstoffe».
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der Natur «lcr verwandten lieft* sellat, mil ihrer L»einzu< iil,
also dem | instan«le Zusammenhangen durfte, dab sich diese
liefe linier iinVjzlk list gunstigen Hcdihgungcn. geschitzt vor
fremden und feindlichen Mikroorganismen, halte entwickeln
dirfen und deshalb, wenn der Ausdruck erlaubt ist. etwas
verzartelt war, wendete ich mich zwecks weiterer Versuche
einer gewohnlichen, im Kampfe ums Dasein mehr abgehéarteten
Praxishefe zu. und zwar der untergarigen Pierhefe. in
der Normung. daraus Praparate zu gewinnen, die auch von
Alkohol und Ammoniak weniger geschadigt wurden.

Zur Darstellung des eisten Nohpréparales aus diesem
Materiale befolgte ich im Prinzip gleichfalls die Methode von
Osborne, nur in nachstehend beschriebener Weise madifiziert.

Zunachst wurde die frische Pierhefe durch »Sichen und
Waschen mit Wasser von 1—'P' Temperatur von den Pestand-
Icilen der verlorenen lilerwlrze gereinigt. hierauf aber durch
Ab-augcn auf der Nulsché wiederum mdglichst von dem
aiillcriich anhaltenden Wasser Ix'freit. Dit* so vorbereitete
liefe, die eine gelblichweife Karbe, schwachen (icrm-li und
einen Wassergehalt von 76—SU”1» besah. wurde nun mit dem
«deichen tiewichle 1M>° :igeii Alkohols Uborgossen. damit zu
einem gieichmabigen Drei éngcric'ben und di<iser 21 Stunden
lau;: ruina- stehen gelassen. Alsdann wurde der Alkohol durch
PapieHilter oder, was noch besser, durch ein Klanclilueh ah-
geseihl. die iiickstandijre Masse mil dem doppelten (i'ewiehte
Wasser, unter Zusatz von etwas Toluol 116 g auf | 1. &u-
getithrt und der Drei 2—» Tage lau«; unier stetem Umfihren
bei einer ziemiieb niedrigen Temp(*ratur. hdchstens 2 —0" Uber
Null, erhallen. Am Kudo wurde er auf mehren* Kailenlilter
gebracht und. falls die Flussigkeit' nicht vollig klar ablicf, die
Filtration derselben unter Zusatz von etwas spanischer Krde
wiederholt. Das endlich gewonnene klare, gelbgcfarble, Gbrigens
angenehm riechende Filtrat wurde hierauf im Vacuum- hei
einer HP» nicht (bersteigenden Temperatur bis zum dinnen
Sirup < ingedampft. dieser in ein liecherglas gegossen, mehrere
Stunden im Kuihlen stehen gelassen und. nachdem sieh die
ausgesehiedenen Stoffe tanorganische Salze eie.) hinlanglich
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abgesctzt. \Wi(*I(‘rutn filtriert. Das unterdessen etwas braun
gewordene Filtrai ward jolzl in kleinen Portionen foigender-
mar.en weiter behandelt :

Xuimelist selzl-o ich zu je o) eem desselben, dié i li in
eiiK'in )00 eem lassenden Rerherglase befanden. unter fort-
wilirendem Pmsehwenken langsam nOccm oder wenig mehr
ahndeten Alkohols hinzu, sodald du* Massigkeit oben tribe
oder milchig ward, aber doch noch keine weihen Flocken ans-
schieden: dann fligte ich dieser Mischung wenigsten«; noch
oti0 ccm ahsohiten Alkohols.auf einmal zu und lieh nun das
lonize nach einmaligem | Finscliweiiken einige Miniilen -ruhig
stellen, bis sich die Hauptmenge eben in (lestait weihet* oder
gelber Flocken abgesetzl halle. Hierauf goh ich den darUber-
stehendon noch milchigen Alkohol ab und iibersenhiiliete den
Xiederschlag nochnialsmil 2M0—;jm ccm absoluten Alkohols,
Jegliches Rihren mit einem (liasstabe wurde dabei absichtlich
vermieden, da der Niederschlag sonst als harzige Masse an
diesem lestklobl, die — eine bemerkenswerte, auch von Anderen
bereits mehrrach gemachte FHahrung — nach dem.. Trocknen
bald unwirksam wird.

hngegen habe ich es ratsam gefunden, das aiisgesMiiedene
Rohinverim noch |—2 mal mit kleinen Mengen absoluten Al-
kohols zu iibergicben und es erst dann, wenn cs-infolge mehr-
stindigen Stehens unter diesem seine weiche Konsistenz verloren
hatte, aufs Filter zu bringen, daselbst nacheinander mit ab-
solutem Alkohol und wasserfreiem Ather aiiszuwasehén und es
zuletzt durch Absaugen auch von diesem zu befreien. Fs ist
lerner zweckmallig, den Niederschlag nicht auf .ein einziges
groReres Filter aulzngiel3en. sondern ihn auf mehrere kleine
Filter zu verteilen, da er dann leichter rauszuwaschen und
rascher zu trocknen ist.

Ans den abgegossenen Portionen des milchig getribten
Alkohols, die in einem (Hase vereinigt und kihl gestellt wurden,
s hied sieh nach einigen Stunden nochmals eine ansehnliche Menge
eines weildlichen Niederschlages aus, der in gleicher Weise
wie die Haujilmenge gesammelt und gewaschen werden konnte.
Nadi dem Irocknen im \acuum uber konzentrierter Schwefel-
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sinn* Oolite die-es Itohpriiparat ein.aufRerordentlich wirksames,
we dies ndcr hdchstens gelblich gefarbtes. lockeres Pulver dar. das
Irai war von ,(*Mii. h«‘t harzigen odor gar hornarligcn Beimengung.

her soeben gegebenen Beschreibung des allgemeinen Vor-
fahr* ns, nadi welchem nacheinander | verschiedene Portionen
Bierhefe meinmais extrahiert und die erhaltenen Kxtrakle ver-
arlieilel wurden. habe ich noch einige speziellere Bemerkungen
liin/.iizuflgon.

Schon lloppe-Sey ler halle bekanntlich die Beobachtung
aemaehi. dal» leitende | leie das gewiinschte Ferment nur schwierig
fahren lahl. lote dagegen sehr leicht

Man begreift deshalb die Notwendigkeit, (lie liefe vorher
zu l6ten, ehe man sie mit Wasser aiiszield. Dazu dient das
vorherige Fbergiclicn und Verleihen der frischen liefe mit
starkem, etwa HG'goigem Alkohol. Diese Operation bietet zu-
gleich den weiteren Vorteil, dal» durch sie ein grober Teil der
in der Zelillossigkoit gelosten Fiweibkorper koaguliert und un-
I6slich oder wenigstens sehwerlOslieh in Wasser gemacht wird.

Da aher ferner die llefezclle auch proteolytisches Ferment
enthalt, das um >0 energischer wirkt, je hoher — bis zu
e ner gewissen (douze — die Temperatur, so ist es im Inter-
esse der -Fcrnliallimg von Zersetzungsprodukten des Fiweibes
geraten, «lie liefe hei mdoglichst -niedriger Temperatur, bei
hochstens T—1" Uber Null, mit Wasser ausziiziehcn. Auch
I0s!" sich ja unser wirksames Kennen! schon hei niedriger
Icmperahir sehr rasch, ungleich langsamer dagegen gewiss»*,
durch das proicoK list ho Ferment erzeugte Zersetzungsprodukte,
wie Leucin. Tyrosin und verwandle.

Linon DegritV von der Ausbeute an wirksamem Boh-
| raparal mogen folgende Daten gehen.

Im ersten Versuche wurden 10 kg Lustnauer Bierhefe
| 'mal nacheinander mit Wasser ausgezogen. Sie lieferten heim
er.-ten Aiiszuge -6S, heim zweiten ST, heim dritten HO und
heim vierten (f> g Bohinvcrtin.  Lin anderes Mal gaben 15 kg
derselben llefesorlc bei einem einmaligen Auszlge 22") g:
wiedi r ein anderes Mal lieferten » kg der gleichen Art im
ersten Ausziige Hb g.
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t ni den KiillluP) der spatere!) llcinigung auf den Am-lkmi-
uiid StieksInlV-idiall des Praparates und namentlich arieh au!
den jedesmaligen PhosphorsaureMehalt der Asche zu erfahren,
fihrte ich von den liolipriparnton aus Hele 1 II, I'l. IV (»ino

Peihe von Analysen aus. denygy pPcsuUate ich tu folgender

Tabelle kurz zusammcustclle:

) Prozent- i'rozellt- Pn»z.enl- Pm/entgehall
Praparat miehait ties der
gehall der
gehall Prapa- ascheiifreiei,
Asche an
au>
an Asche rales an Substanz
IMT P Iv K j* an Stickstoff
lile I Auszug ! . . . . A5.4U »;i.zil2x.io 21 .75 \K[2\ 12.5U
:) T R 22.N7 77111 ;n.u]l 1/7sA t.,S s
} . !
tsiu - — 1 — 12.7.;
i 1l.ns 7:5.\2 :;g.0;> s.7P 12.5:1
liefe 1. Auszug ! . . . . 2> _ —-- 1
2 - - - . nur> » Lol 27.Pl 12.nii ;>.ilt "
1 1"le 111. einmaliger Auszm* :J2. i 0S.77 2517 p.u»; s.2!> 16. 71»
liefe IV. Auszug ! . . . . diui.”) iks.72 do.ihi 24.1s L. lim 12.7)1
» 2 . . ;g.7a 77.s:; Hd.'.is 2~» 17 11.12 12.2'>

Man sicht, dull der Aseheng« hall aller aieser Mohprépa-
raU. namcnlhcli derjenige der ersten Ausziige, cm .-ehr hc-
déulender ist, und dal» derselbe abnimml. je i.fter man <hc
urspringliche liefe exl!rallier! . dal! ahn- letzteres liir den Phos-
phorgehall der Asche selber nicht zutritTl. und endlich, dal' der
Stickstofi'gehalt. der an sich ein hoher is! dhnal yroiier als
derjenige der gereinigten Inverdnpraparalr ans Périmer Vivi',-
liele . hei den verschiedenen Auszigen (dner liefe im wesent-
lichen auf gleicher Hohe bleib!

I in zu 1'iili'‘M, ob sicli der | In»l}ic.i.-jilize 1lodt eines Praparates
nif lil auch ,sHn>ti wahrend der m.-dmi Kxlioktion <l.-r llele herahdruck.-n
l;Is>i- ruhrte ich in einem Versuche 2 der in der oben le-s. hriel.en. fi
Weist* jrereini-rten und mit Alkohol behandelten lijerh-e.fe ,di |5(M) e,
"":bs,, r dem 2f>n ccm der bekannten. zur Piios|,hurs;iurebestimmuiiJ
dienenden Majmcsiamixtur» bei®emisclil wann. und liel.i mm das fian/.e

lage lang bei niederer Tempeiatur sieben, bevor filtrier wurde.

| Die flestimmung ging leider verloren
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Allerdings gab dieses erste F.xtrakt. nachdem es klar filtriert und
iin Vaciinm eiligedampft worden war. mit Alkohol einen Nieder« hla<ri
<Ut nach dem Trocknen und Verbrennen weniger Asche hin!“ili( Id als
de- i>heii angefuhrten Praparate: allein hei wiederholtem Kxtrahieren
mit der gleichem Flussigkeit sli*g der Aschen- und Pl»«isph**rsdureg**halt
der Préparate von neuem, so daf> ich weitere Versuche dieser Art uufgab.

Wenn weiter oben mit Hedauern bemerkt werden mnldo,
dab die aus reiner Prebhelc* gewonnenen Inverlinpraparate unter
dem Linlhisse von Ammoniak sehr bald ihn* Wirksamkeit ver-
lieren. so >l in lieUvfl der ITerliefe zu bekennen. dal» samt-
liche aus ihr bereiteten Lxtrakte. noch ehe sie «lurch Kindamplen
an Vacuum konzentriert und vom Uberschiissigen Ammoniak be-
frei! worden waren, bereits «du grobes inversiousvermogen be-
sahen. sodtdl wir in der Tat sehlieben dirfen, dal» «las Invertin
gewohnli-ehtT. PderluTe durch Ammoniak entweder par nieh! oder
doch jedenfalls .selir viel weniger geschadigt wird, als das dm*
Prcbhele.

Nun wurden zwei aus verschiedenen Portionen der Pric*-
h«-fe  gewonnene Px»ohpriparale einzeln der Peinigung unim-
wnrfmi.  Dies«* geschah in der gleichen Weise wie bei den
Pohpriparaten der ITchhele. Ich verweise deshalb auf die
ithen gegeben«.* ausflhrliche lleschrcibung und wiederhole hier
nur. dab das Wesentliche daran in der durch Zusatz von
Ammoniak zur liltrierlen waésserigen Losung h(*wirkten Aus-
falluug von Ammonium-Mugiii'siumpliospliat und in der darauf--
folgenden. mehret*«* Tag«*, .Ja Wochen laug lortges«*lzten Iha-
lvse bestand.

Vom ersh-u Priparate wurden 1(H) g in dieser Weist*
verarbeitet. Die -Dialyse dauerte 1% Tage, wéhrend welcher
das Aubemvasser jeden Tag gewechselt wurde. Ich erhielt
zum Schluss«* aus der Inncnlliissigkeil ein sehr leichtes, hell-
graues. stark wirksames Pulver — ich will cs als Invertin |
bezeichnen —, das hei d«*r Veraschung und Klementaranalyse
folgende Znbleu gab.

Ascbell bcs! imUlU btr.

1. 0.UTSi- g Trockensubstanz biutcrlicbcii 0.1 o g, entspr. 1 i.St>U» Asche;

g o.l»{ g Asch*- enthielten O.120f> g I\g)v entsprechend S2.it;»0» PJT
oder dt;.20°.»" P.
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Kleinen taranal y se.
1. 0.228t; g Trockensubstanz lieferten 0.1808 g Wasser und 0,8115 g
Kohlensaure ;

2. 0.2071 g Trockensubstanz lieferten 0.1158 g Wasser und 0.8079 ¢
Kohlenséure :

+ 0.1805 g Trockensubstanz gaben nach Kjeldahl 0.0115 g Stickstoff.
Demnach enthielt die aschenfreie Substanz:

C 17.88% 17.50%
H 7.18° 0 7.85% —
N — — 7.50V

Vom 2. Rolipraparate wurden 250 g der Reinigung unter-
worfen. Die Dialyse dauerte 5 Tage. Die Ausbeute an trock-
nein, stark wirksamem Pulver aus der Innenlliissigkeit — es
sei als Invertin Ha bezeichnet — betrug 32 g.

Aschenbestimmung.
0.1118.g Trockensubstanz hinterlieficn 0.0720 g. entspr. 7.11"« Asche.

Da es auf die Beantwortung der Frage ankam, ob etwaige
Daten dafir sprechen, dalR der Phosphor der Asche wenigstens
teilweise organisch gebunden gewesen, so habe ich in diesen,
wie in den folgenden Aschen die wesentlichen Bestandteile
quantitativ bestimmt. Ich fand in 0,0352 g derselben

P, 13 017179 =71.71V
SO., 0.0111» ™ 090Vv
K.,0 0.0955» 15,05V
MgO  0.0105 - 1.05%

98.11 %

Die Asche enthielt aufRerdem noch Spuren von Calcium und
von Eisen.

Elementar analyse.
1. 0.2075 g trockener Substanz lieferten 0.1570 g Wasser und 0.5190 g
Kohlensaure ;
2. 0.1951 g trockener Substanz lieferten 0.1255 g Wasser und 0.5015 g
Kohlensaure ;
5. 0.8070 g trockener Substanz gaben nach Kjeldahl 0.01958 g Stickstoff.

Das aschenfreie Praparat enthielt also :

C 15.28% 15,05V
tl 7.90% 7.79% —
N — — 0.91VvV

Ich habe oben angefihrt, dal} die Dialyse im letzten Falle
nur 5 Tage lang fortgesetzt wurde. Fs geschah dies aus Be-

Hoppe-Pcylor's Zeitschrift f. physiol. (‘.hemic. XL1I. 2-



18 B. Hafner.

sorgnis davor, dal} bei langerer Dauer .derselben der Verlust
an wirksamer Substanz zu groR werden mdchte, In der Tat
zeigte sich «las Aufl’enwasser trotz vollkommner Dichtigkeit der
Membran schon vom 2. Tage an wirksam. Deshalb wurden
auch samtliche téglich erneuerten AuBenwasser vom 2.—5.
Tage im Vacuum unter 10" eingedampft. Als ich aber ver-
suchte, aus dem dunkelbraunen Rickstand das wirksame In-
vertin mit Alkohol wie sonst als pulverigen Niederschlag zu
fallen, erhielt ich statt dessen, selbst wenn ich einen noch
so groRen Liberschu an Alkohol zufligte, eine auf dem Boden
des Becherglases sich absetzende braune 6lige Masse, die auch
bei langerem Verweilen unter Alkohol nicht fest werden wollte.
Dieselbe besaly indessen ein- sehr starkes Inversionsvermogen:
ein einziger Tropfen davon, zu 12 ccm einer 1,5" oigen Rohr-
zuckerlosung in einem Rrobiergldsenen zugefligt, wirkte bei
bloRRer Zimmertemperatur so rasch, dal die Lésung schon nach
einer halben Minute hehlingsehes Reagens energisch reduzierte.

Da sich diese Masse auch durch wiederholtes Auflosen
in \\ asser und \\ iedcrflillcn mit Alkohol nicht in einen pulverigen
Niederschlag verwandeln lie}, so wurde sie nunmehr in eine
groRe Kiristallisierschale gegossen und 2 Wochen hindurch im
Vacuum (ber konzentrierter Schwefelsaure sich selbst Uber-
lassen. Als sich auch dann etwas Lestes nicht uusscheiden
wellte, drangte sich mir die Vermutung auf, dal} die Ursache
hiervon wohl in der zu grofen Menge gleichzeitig anwesender
unorganischer Salze liegen konne. Die 0Olige Masse wurde des-
halb in aO ccm Wasser aufgenommen und diese Losung noch-
mals, aber nur 10 Stunden lang, in einem Kkleineren Apparate der
Dialyse unterworfen, unterdessen aber das AuRenwasser Itnal
erneuert.

Auf diese Weise lieR sich allerdings eine grofe Menge
Salz entfernen: aber freilich ging gleichzeitig auch viel wirk-
sanies Ferment verloren. Am Knde fiel aber doch aus der im
Innern zurtickgebliebenen Losung auf Zusatz von viel absolutem
Alkohol eine reichliche flockige Masse aus, die nach Kntfernung
der Gberstellenden Fllssigkeit noch mehrmals mit absolutem
Alkohol (bergossen, zuletzt aut einem Filter gesammelt, mit
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Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet wurde. Das
trockene Praparat zerfiel zu einem leichten, braunlich geférbten
Pulver, das sich trotz der langen Behandlung mit absolutem
Alkohol doch noch recht wirksam erwies. Das Praparat heisse
Invertin 11b. Die (Jesamtausbeute davon betrug 7,0 g.

Von dieser Menge wurde zunachst wieder ein Teil zur
Bestimmung des (iehaltes an Asche und zu deren Analyse benutzt.

Aschen Bestimmung.
-.MAS g trockener Subst. hinter!ieben 0.0327 g.j:nls; rechend 22.01° ,, Am he.
In 0.4475 g dieser Asche wurden gefunden:
V)3 0,3114 g. entsprechend 09.37 ° !

SO., 0,0520 11.¥00 ¢
K.O 0.0S17 18.27 °
MgO 0.0102 2,27 00

101.07 °/lo

Klemenlaranalyse.

1. 0.2302 g Trockensubst, lieferten 0,1412 g Wasser u. 0.2008 g Kohlensaure.

2. 0.2212 g Trockensubst, lieferten 0,1300 g Wasser u. 0.2725 g Kohlensaure.

3. 0.2815 g Trockensubstanz gaben nach Kjeldahl 0.0198 g Stickstoff.
Die asebenfreie Substanz enthielt demnach

C 43.50 «\0 43.09
It 8.57V* 8.4-7" -
X 9.02 O»

Kin anderer Teil des Praparates Il h diente zur Entscheidung
der Frage, ob auch in ihm, das ja so leicht durch die Poren
des Pergamentpapiers hindurch diffundiert war, ein Kohleuhydral
enthalten sei. Zu diesem Zwecke habe ich etwa 2 g-davon
in einem mit RiiektluBkihler versehenen Kochkolben 12 Stunden
lang mit 30 ccm 5°/oiger Schwefelsdure auf dem Drahtnetze
erhitzt, alsdann die Lésung von der schwarzlichen-'Ausscheidung
abliltriert und nach dem Verdinnen mit Wasser .auf dem
Wasserbade allméhlich mit frisch gefdlltem Baryumkarbonat
neutralisiert. Nachdem auch vom Barymnsulfat und dem Kber-
schusse des Baryumkarbonats abtiltrierl war, wurde der Nieder-
schlag mit warmem Woasser ausgewaschen, das Kiltrat samt
Waschwasser im \ aeuum bis zu einem geringen Volumen ein-
gedanylt und in den Best die tifache Menge Alkohols cingc-
gossen. Nachdem ich das Lanze Uber Nacht ruhig stoben
gelassen, nachtraglich ausgeschiedenes Baryumsalz durch erneute
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Filtration ontfern! und das Filtrat im Vacuum wieder bis zum
Sirup eingedickt hatte, lieR sich in der Tat aus diesem Sirup
durch Zusatz von 5 ccm Phenylhydrazin und Fssigsaure wiederum
ein Hvdrazon ausfillen, das heim Umkristallisieren aus heif3em
verdunnten Alkohol jene rdétlichen Kiristalle lieferte, die fir das
Hvdrazon der Mannose so charakteristisch sind und deren
Schmelzpunkt 1195—198°) auch mit jenem des Manuosehydrazons
Ubereinstimmt. i |

Betreffs der groRen Schwankungen im Stickstotfgehalte
der gereinigten Praparate wurde der Verdacht rege, daf in
manchen Fallen ein Teil desselben von jenem Ammoniak her-
raliren moge, das zum Zweckti der Ausfillung von Ammonium-
magnesiumphosphat zur L6sung des Hohinverlins Uberschissig
zugefigt worden war, und das nun vielleicht in salzartiger
Verbindung irgendwo an organisch oder sonstwie gebundener
Phosphorsdure hangen geblichen sei, derartig, dal weder die
Dialyse noch die spatere Ausfullung der Substanz mit Alkohol
es habe entfernen konnen.

Um dartber Aufschlu3 zu erhalten, ob und wieweit diese
Vermutung berechtigt sei, versuchte ich ein neues Bohpraparat
aus Bierhefe, und zwar 81 g davon, ohne Ammohiakzusatz zu
seiner Ldsung, also ohne vorherige Ausfillung von Tripelphosphat,
sogleich durch langer fortgesetzte Dialyse zu reinigen. Nachdem
die Dialyse 7 Tage gedauert hatte, wurde zunachst das Ferment
aus der Innonflussigkeit dargestellt. Die Menge desselben betrug
nach dem Trocknen 15,5 g. Ich will es Invertin lila nennen.

Vom dritten Tage der Dialyse ab wurde auch das taglich
erneuerte Aullenwasser gesammelt und eingedampft. Der daraus
durch Zusatz von sehr viel absolutem Alkohol erhaltene flockige
Niederschlag stellte gewaschen und getrocknet wieder ein lockeres,
braunliches, wirksames Pulver dar — es sei Invertin Illb ge-
nannt —, dessen Gewicht zufalligerweise ebenfalls 15,5 g betrug.

Vom Invertin lila laus der Innenfllssigkeit) hinterliel3en
bei der

Asclienbestimmung

-LUIHS g Trockensubstanz O.HBRT g. entsprechend IN.78% Asche: und in
0.7H;V» « dieser Asche wurden gefunden
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iI"A 05711 g. entsprechend 72.71 %

SU.  0.009(5 » 0.75%
K,0 0.0980 , 11.84 %
CaO 0.019(5 » 2.49 %
MgO 0.08(58 - 11.05%

98.84 %

Dazu kamen noch Spuren von Eisen.

Elementaranalyse.
1. 0.2887 g trockener Substanz lieferten 0.180(5 g Wasser und 0.2017 ¢
Kohlensaure:
2. 0.2101 g trockener Substanz lieferten 0.1188 g Wasser und 0.2594 ¢
Kohlensaure;
8. 0.8400g trockener Substanz gaben nach Kjeldahl 0.022(54 g Stickstoff.
Hiernach enthielt das aschenfreie Préparat
C 42.00"u 41.47®/«
I 771 % 7.75 °1>
N — — 7.97 »,.
Dagegen erhielt ich hei Invertin Illb (aus deniDilfusate)
die folgenden Resultate.

Aschenbestimmung.
(5.4958 g trockener Subs!, hinterlicen 8,4714 g Asche, entsprechend.58.44°
In 8.0218 g derselben landen sich
%08 1.7141 g. entsprechend 5(5.72 %

S03 0,1085 » y ! 8,59 %
K,0 1.0142 * 88.5(50
CaO 0,0118 - 0.89%
Mao 0.2048 - (5,7(5 °/o

101.02%

Elementaranalyse.

1. 0.8(585 g trockener Substanz. lieferten 0,18-10 g Wasser und 0,1985 g
Kohlensaure:
2. 0.8(550 g trockener Substanz lieferten 0.1888 g Wasser und 0.1988 ¢
Kohlensaure;
8. 0.5254 g trockener Substanz gaben nach Kjeldahl 0.0288 g Stickstoff.
Die aschenfreie Substanz enthielt demnach

C 81,54° . 31,01 %
H 874% 9JO %
N 9,72%

Hier ist das Sinken des Kohlenstofigelialts und daflr das
Steigen des Wasserstoff- und Stickstoffgehalts in der Tat auf-
fallend grof3.
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In einem zweiten," in gleicher Weise durchgefihrten Ver-
suche, das liuliinvertin durch bloRe Dialyse zu reinigen, bei
welchem KiOg davon verwandt wurden, erhielt ich aus der
Innentliissigkeit 22.1 g. aus dejn Diliusate 7,5 g eines trockenen
wirksamen Pulvers. Das erste mag Invertin IVa, das zweite
Invertin IVb heiBen. Die Dialyse hatte 8 Tage gedauert; die
AuRenwasser waren aber erst vom K Tage ab gesammelt und
eingedamprt worden.

Folgendes sind dit* Frgebnisse der Analysen.

Invertin IVa.
As dien bestimmt! ng.
5.0911 trockener Substanz hinterlicOen 0,9829 g. entspr. 17.27° u Asche.

In 0.SI71 g dieser Asche wurden befunden :
iI"A 0.7)173 ». entsprechend 00.98°.

A 0.0197 » 211V
K,<? 0.0122 ». 5.i0°
CaO 0.012« » , L7)b:,
MgO .0.1728 = 21.11°,

Kisen  Spuren

97.23",

Kiemen taranalyse.
|  0.2350 » trockener Substanz lieferten 0.1390 ¢ Wasser und 0.2893 «

Kohlensdaure ;

- 0.2538 g trockener Substanz lieferten 0.1159 g Wasser und 0.31dl g
Kohlenséure :

3. 0.3212 g trockener Substanz gaben nach Kjeldahl 0,02121 g Stickstoff.

Hiernach enthielt die aschenfreie Substanz:
C 10.58°i 40.80® U

H 7.90°» 7.77°lo
N — 7.990 0
Invertin 1Vh.
Aschenbesti m mung.
2.7251 g trockener Substanz liinterliefen 1.1-1-01 g Asche, entspr. 11.83° o.

In 0.7011 g dieser Asche waren enthalten:
1\0- 0.5093 g. entsprechend 00.02° -

0.0020 0.31°0
K.,0 0.1903 25.08° 0
CaO 0.0121 1.020 o
MgO 0.0388 * 1.03° o

Eisen  Spuren -
98.29° ¢
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Kiemen taranaiv so.

1. 0.385.) g trockener Substanz lieferten 0.2005 g Wasser und 0.3372 g
Kohlensaure:
2. 0.2303 g trockener Substanz galten nach Kjeldahl 0.02020 g Stickstoff.
Demnach enthielt die aschenfreie Substanz:

C 11.03°
H 10.45"/o
N — 15.08%

Ans den letzten Versuchen, bezw. Analysen, «relit hervor,
daR die Reinigung der Kohpraparate durch bloRe Dialyse die
Schwankungen im Stickstoffgehall der reineren Praparate durch-
aus nicht beseitigt hat.

Zum gegenseitigen Vergleiche habe ich aber in folgender
Tabelle die bei den verschiedenen aus Rierhofe dargestellten
und auf verschiedene Weise gereinigten Invertineu gefundenen
analytischen Resultate,soweit diese sien auf den Gehalt an
Asche und auf die in dieser jedesmal enthaltenen Mengen von

Pliosphorsaureanhydrid, Kalititnoxyd, Mngnesiumoxyd etc. be-
ziehen, zusammengestelit.

ANREEEETIONS Numm-r

Aus der Innenllussigkeit Aus di*in Auf3enwasser
.I»s
»G'jpi- Prn/.cnt- Prii [di- Prozent- 1 i
~n‘l *e<>. N03 K.O CaO MgO tt'liall i) sO K.O : CaO Mj<I
rais an ’ : "y ’
Asch- Asch- o I
11.80 82.03 -
Ha 7.14 74741 0,09 1503° — 1.05 llIb 22.04 09,37 11,70 18.27 2.27

llia\ 18.78 72.71 0.75 4i1,84) 2.40 11.05 1llIb  53.44 50.72 3,59 33,50 0,39 0.70
IVa| 17.27 00.98; 2.41J 510! 1.54 21,14 IVb  41.83 00.02; 0.34 25,08 1,621 1,03

Man sieht aus dieser Tabelle zun&chst, dall der Aschen-
gehalt der aus dem Innern des Dialysators stammenden Prapa-
rate, wie zu erwarten, durchgédngig geringer als derjenige der
aus dem Diffusate gewonnenen Invertine isl ; man sieht aber
ferner den EinfluB, den die vor der Dialyse vorgenommene
Ausfallung des Tripelphosphats auf den Aschengehalt ausibt;
er ist, wo dieses geschehen, wesentlich kleiner, und endlich

lj Ohne vorherige Ausfullung von Tripelphosphat sofort der Dialyse
unterworfen.
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zeijrt sich, dal» namentlich clio Kalisalze hei der Dialyse reich-
lich nach aufen diHundiert sind. Man halte nur die Zahlen
18.27: vW55t>;. 25,(58 gegen 15,08: 11,81: 5,10.

Aul di(' Resultate der Hlementaranalvsen ist nur insofern
einiges Gewicht zu legen, als sie den Sinn andeuten, in welchem
wahrend der Dialyse eine Anderung des StolTgemenges vor
sich gegangen ist. Indessen l&Rt der Umstand, da die mit In-
vertin 1lb, lila, 111, IVa und IV]) hezeichneten Praparate,
aut aschenlreie Substanz berechnet, einen merklich geringeren
Gehalt (h(*sonders Illh) an Kohlenstoff, dagegen einen etwas
hoheren an Stickstoff aufweisen, als die mit | und Ha bezeich-
neten, doch zu verschiedene Deutungen zu, als dall es sich
lohnt, sich bei ihrer Krorterung jetzt schon aufzuhalten.

Dagegen sind nun die Resultate der Aschenanalvsen voll-
kommen eindeutig und wohl geeignet, auf dit' erste Frage,
die ich mir am Anlange dieser Untersuchung stellte, eine ent-
schiedene Antwort zu geben. Diese lautet: Fs ist bisher nicht
gelungen, die Phosphorsaure, sei es auf dem Wege der Féllung
als | ripolpliosphat, sei es durch Dialyse aus einem wirksamen
Invertinpraparalo vollig zu entfernen: ja die quantitative Re-
stimmung derselben in den analysierten Aschen lat sogar keinen
Zweitel dartiber zu, dal der Phosphor in meinen verschie-
denen Praparaten zum grofen Teile organisch gebun-
den war. O

*Rechnet man némlich die in der Asche bestimmten Kalium-,
Calcium- und Magnesiummengen auf Kalium-, Calcium- und
Magnesiumphosphat um, so zeigt sich in der Tat, dal die Mengen,
in welchen diese Rasen vorhanden sind, zusammen bei weitem
nicht hinreichen, den gesamten Phosphorsaurevorrat zu binden,
und zwar selbst dann nicht, wenn man die gleichzeitig vor-
handene Schwefelsdure3: unberiicksichtigt lafit.

* Naturlich bleibt andererseits die Krage unentschieden, ob dieser
Phosphor.zur wirksamen (iruppe des Ferments gehort, oder ob er von einer
Substanz herrihrt, die nur eine Verunreinigung der ersleren darstellt.

lii Die in «ler Asche gefundene Schwefelsaure rihrt jedenfalls, da

Kiweifj in den gereinigten Invertinpraparalen nicht enthalten ist. so wenig
wie ldeisc.hwirzender -Schwefel, von wurspringlich in der Hefe vor-
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An einigen Beispielen kann man das leicht zeigen.

Ich wahle sogleich die Asche von Invertin llu iS. 17),
als die erste, deren wichtigste Bestandteile quantitativ bestimmt
wurden.

In 100 Teilen derselben waren gefunden 15,0:1 Teile'KJ)
und 1,05 Teile MgU. Diese erfordern zur Bildung von X3PO!
und Mg2P207 7.5T bezw. 2,90 Teile PJh. Da aber die
gleiche Asche 74,74°/o P805 enthielt, so blieb ein Rest von
71.7\— 17,54 -f- 2,90) = 04,3<) Gewichtsteilen P205 ungedeckt

In &hnlicher Weise verhalt es sich mit der Asche von
Invertin 11 b.

Diese enthielt 09,87°/0 P205, 18,27°/o KJ) und 2.27° ¢
Mgt): die auRerdem gefundene Schwefelsaure lasse ich absicht-
lich aus dem Spiele. 15,27 Teile KJ) verlangen zur Bildung
von K.P204 9,17 Teile 1205, und 2,27 Teile Mg(), zur Bildung
von Mg2P207 3,99 Teile P805. Also bleiben 09.37 — (9,17-1 3.99
= 50,21 Gewichtsteile P20- Uubrig, die nicht durch Basen ge-
deckt sind.

Fihrt man diese Berechnung auch fir die Aschen von
llia, Il b, IVa und IVb durch, so findet man in allen diesen
Fallen ebenfalls einen erheblichen UberschuR an Phosphorsaure.
Ks bleiben ungedeckt:

in lila 47,Ha Teilt; von 72.7t Toilcn (ie.samlphosphinsaure

till) 28,00 * »  50.72
IVa 2/.28 » » 00,98 * )
Vb 40,00 » * 00,02 »

Man wird in der Annahme nicht fehlgehen, dal es sich
mit den Aschen der beiden aus reiner Prel3hefe dargestellten
Invertinpraparate ebenso verhalten hat: denn deren Gehalt an
P20 betrug das eine Mal 81,54"/.), das andere Mal sogar
82,70° o (vgl. 8. 7 und 9).

Die zweite Frage, deren Beantwortung ich mir zur Auf-
gabe gesetzt hatte, die Frage, ob das in den bisher dar-
gestellten Invertinpraparaten stets gefundene Kohlen-
hydrat ein integrierender Bestandteil des wirksamen
Ferments oder nur eine Verunreinigung desselben sei.
ist schon mehrfach ertrtert worden. Sowohl Wroblewski
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wir Salkowski und dessen Schiler Oshima haben siel» fir
die letztere Annahme entschieden. Sie stlitzen sien dabei in
erster Linie auf die zuerst von Salkowskil) gefundene Tat-
sache, da!) die Hel<;zcllen in reichlicher Meng«' ein eigentim-
liches Kohh'ithydrat fSalknwskis  Hefegmnmi* i enthalten,
das sien durch Erhitzen mit S&ure in Mannose umvvandeln
laht, dieselh«' Zuelmrart, die zuerst Kolle2) durch Erhitzen
meines nach \\. A. Osborne gereinigten Invertinprapaiales mit
verdiinnter Saure | Salz- oder auch Sclivvefelsaureigewonnen hatte.

Die genannten Forscher haben sich auch bemuht, ein
wirklich  kohlenhydralfreies Ferment darzustellen: der erste,
\\ roblewski, M indem er versuchte, es durch Sattigung seiner
Losung mit Ammonsulfat niederzuschlagen; Oshima.l) indem
er das (ileiclal von einem Zusatz«' von Kupferacetat erhoffte.
Heide Uesultate haben sich indessen nicht ais unanfechtbar
«twiesen.

Das wirksame Ferment ist, wie schon Barth, Osborne,
Salkowski g»'zeigt haben, eben selbst k«‘in Eiweibkorp(*r, so
dal! d«*nn auch schwelelsaures. Ammon bei meinen eigenen
V('rsuch«'n als Fallungsmittel j«'<lesnial versagt«'.5) Essigsaurcs
Kiijit«i* ist aber zu einem solchen ebensowenig geeignet.
Salkowski macht in s«*iner Abhandlung «uber «las Invertin
de'r liefe >0 di<* Bemerkung: « Kuplersulfal und-acetat bewirkte
keim* Féllung*. Oshima dagegen erhielt zwar in5 verschiedenen
\ ersuchen nach genauer Neutralisierung sein«'r Ldsungen bei
Zusatz von Kupferacelal jedesmal einen Niederschlag, aus dem
sich nach Entfernung des Kupfers mit Schwefelwasserstoff ein
wirksames, grauweihes Pulver isolieren lieh, das nicht nur frei
von Eiweih, sondern — mit Ausnahme nur eines Falles —
auch frei- von Gummi war: allein er sagt selbst, dah die

§ H. 15. 10. 27. S. 497 1T

*I Diese Zeitschrift. 10. XXIX. S. 129.

55, 15. 10. HL S. 1l Hi.
\v Diese Zeitschrift. IM. XXXVI. < 12

VYrohlewski hat sich spater selbst davon Uberzeugt, dal3 ’das
Invertin nicht aussalzbar ist». Vgl. Journal f. pr. Chemie. Bd. 64
> 1 (iS.

*) Du'se Zeitschrift, Bd. XXXI, S. H16.
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Menge des Pulvers sehr gering gewesen und dal» die Wirksam-
keif desselben offenbar Schaden gelitten gehabt, sodall man auch
dieses Verfahren keinen glatten Weg, um zu einem gummi-
freien. gut wirksamen Praparate zu gelangen, nennen eekdnne.

len habe, da mir daran lag, Uber die Brauchbarkeit von
Ushimas Methode ein eigenes Urteil zu gewinnen. 2 mal .je
10 g Rohmaterial mit 82,i°/o Aschengehalt in | | Wasser ge-
lust. die Losung genau mit Natriumkarbonat neutralisiert und
dann so lange mit einer fPVoigen Losung von Kupforécetat
versetzt, bis der dadurch erzeugte graublaue, volumintse Nie-
derschlag sieh nicht mehr vermehrte. Nachdem ich hierauf
diesen Niederschlag ganz nach Ushimas Vorschrift weiter be-
handelt. das Kupfer durch Schwefelwasserstoff entfernt, aus der
vom Schwefelkupfer abtiitrierten Losung den Schwefelwasserstoff
durch hindamplen im Vacuum bei 80" verjagt und die einge-
engte Flussigkeit bis zur milchigen Tribung mit absolutem
Alkohol versetzt hatte, schied sich Uber Nacht in der Tat ein
gelblich-weil3es Pulver aus, das in Ublicher Weise auf einem
viller gesammelt, mit Alkohol und Ather gewaschen und im
Vacuum Uber Schwefelsdure getrocknet werden konnte. Das
ficwicht der Trockensubstanz betrug im ersten Falle 0,9f> g.
Dieselbe war in Wasser leicht 16slich und gab allerdings weder
die Salkowskische Gummireaktion noch die Biuretreaktion.
Ihre Wirksamkeit war indessen eine ganz minimale:

| m wenigstens soviel festzustellen, oh durch das Kupler-
acelat eine Substanz isoliert worden war, die mehr oder weniger
Kohlenstol? bezw. Stioksto3 enthielt, als meine sogenannten
vereinigten Invertine, benutzte ich einen Teil des Pulvers zu
“hier Aschenbestimmung, den liest aber wieder zu einer Be-
stimmung von Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff.

Aschen best imin ung.

ff1781 g trockener Substanz hinterlieBen 0.0020 g Asche; ent-
sprechend 08.000 i, und letztere besald wiederum, wie wenigstens ein
qualitativer Versuch bewies, einen reichlichen Gehall an Phosphorsaure.

Elementaranalyse.

I. 0.2161 g trockener Substanz lieferten 0.0H12 g Wasser und 0.1281 g
Kohlensaure;
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2. 0.2028 trockener Substanz lieferten 0,0785 * Wasser und 0.11li) »
KolHenslure :
1. O.I'JtHt i, trockener Substanz gaben nach Kjehlali! 0.0081 g Stickstoff.

Ltie asclienfreie Substanz enthielt demnach:

C 33.15°V . 32.93«,»
| 8,9;%)<., 9.32°,,
X _ — I-io-10

Vergleicht man diese Daten mit den entsprechenden fir
die - Keininvertine* gemeinhin erhaltenen Zahlen, so ist der
Unterschied im Aschengehalte nicht minder aufféllig, wie der
im (lehalte an Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff. Wahrend
jener, sowie der (iehalt an Wasserstoff und Stickstoff sehr be-
deutend erhoht, ist der Kohlenstoffgehalt nicht unbetréchtlich
vermindert.

Ks war nun interessant, zu erfahren, was denn au’j der
Losung des Hohinvertins durch den Zusatz von Kupferacetal
nicht geféllt worden war.

Zu diesem Zwecke wurde in das Filtrat vom Kupfer-
nicderschlage gleichfalls Schwefelwasserstoff eingeleitet und die
vom Kupfersulfid getrennte Ldsung wie oben im Vacuum Dbei
30° zugleich von Schwefelwasserstoff befreit und auf ein kleines
Volumen eingedampft.

Ks blieb ein braunes Extrakt zurtick, das nach einigem
Stehen zunachst noch etwas Schwefolkupfer-auslallen liefl3, aus
dem aber, nachdem das letztere abliltriert worden, durch Zu-
satz etwa der IOtéachen Monge absoluten Alkohols ein schwach
gelbgeféarbter Niederschlag ansgetéallt werden konnte, der ge-
sammelt und getrocknet ganz das Aussehen des Hohinvertins
besaR, die Salkowskische Gummireaktion gab, aber auch
entschieden invertierend wirkte.

Die (iesamtmenge des trockenen Pulvers betrug 17 g,
dessen Aschengehalt war = il,(H)0/o, also immer noch groRer
als der des angewandten Hohinvertins (32,i°/o!, woraus man
schlieBen darf, daR durch den Zusatz von Alkohol zum Extrakt
wohl der grofite Teil der Asche, nicht aber alle organische
Substanz, die darin gel6st gewesen, geféllt worden war.

In einem zweiten Versuche, zu dem ebensoviel Hohinvertin
ti0 gl wie im ersten verwandt, in dein aber der Kupfernieder-
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sc-hlagr sorgfaltiger ausgewaschen wurde, so lange, bis das
Waschwasser nicht mehr gefarbt ablloR — wozu im ganzen
2 | Wasser notig waren —. erhielt ich aus dem Kupferniedcr-
schlage nach Zersetzung desselben mit Schwefelwasserstoff
abermals einen pulverférmigen Niederschlag, d(*r anfangs durch
sein grofRes Volumen ein Gewicht von mindestens 1> g ver-
tauschte, aber beim Trocknen im Vacuum zu -einem Haufchen
von nur 1A g trocknet* Substanz einschnnnpfte. Dieselbe be-
sall wiederum einen enormen Aschengehalt, ndmlich 60JT'V»;
und enthielt nach dem Krgebnis der Klementaranaly.-e in aschen-
Ireiem Zustande im Mittel nur 20,0°/n Kohlenstoff, 7,t0.> Wasser-
stoff und 9,0n o Stickstoff. Sie war in der Tat ganz frei von
Kohlenhydrat, war aber auch ganz unwirksam.

Nach diesem Krfahrungen ist Zusatz von Kupferaeetat zur
Losung in der Tat nicht geeignet, die gehoffte Trennung der
wirksamen Substanz vom Hefegummi herbeizufihren.

W enn Oshimas Bemihungen und ebenso der erste meiner
eigenen Versuche anscheinend ein positives Resultat ergeben
haben, so ruhrte das wohl nur daher, dal der volumindse
kupferhaltige Niederschlag allerdings Spuren des wirksamen
Ferments mechanisch mit niedergerissen hat, was andere
volumindse Niederschldge ja auch tun: allein solche Spuren,
die sich Ubrigens durch langeres Auswaschen entfernen lassen,
sind eben nicht geeignet und geniigend, die chemische Natur
ihrer Substanz in unzweideutiger Weise erkennen zu lassen.

Wroblewskis und Oshimas Bestreben ging dahin, bloR3
das Ferment zu fallen, das Kohlenhydrat aber in der Ldsung
zu belassen. Man konnte umgekehrt versuchen, das Kohlen-
hydrat zu lallen, wéahrend das Ferment in LOsung bleibt. Man
konnte z. R. daran denken, das Hefegummi nach Salkowskis
Methode mit Fehlingscher LoOsung niederschlagen zu wollen,
allein die Berthrung des Ferments mit diesem Reagens mufite,
da letzteres stark alkalisch ist, die Wirksamkeit desselben
augenblicklich zerstoren.

So blieb als letzte Hoffnung, das gewinschte Ziel zu
erreichen, nur der Versuch dbrig, das Kohlenhydrat selber durch
irgend ein geeignetes Ferment in die Form eines alkohollsliehen
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Zin kers iimziiwandein. von dem sien dann die invertierende
(iruppe als unléslich in Alkohol vielleicht trennen liehe.

Mehrere Versuche mit einer kraftig wirkenden, aus'Grin-
malz frisch hereiteten Diastase. deren eventueller Einwirkung
ich jedesmal 5 g Mohiuvertin, geldst in 200 eem \Wasser, bei
einer Temperatur von 10" und wahrend einer Zeitdauer von
0 Stunden bis zu 2 Tagen unterwarf, halten alle (‘inen negativen
Erfolg: das aus der Ldésung zurtickgewonnene Invertin war nach
wie vor 1 gnmmihidlig .

Audi die liefe'seihst, diezwar nach Koch und Hosaeusl|
der Nahrlosung zugesotztes Fdykogen weder zu assimilieren
noch zu vergaren imstande ist, wohl aller nach Lintner-|
hei der Solbstgirung 'ihren eigenen Olykogengehalt vollstandig
verbraucht. zeigte sieh bei einem entspreehenden Versuche aul3er-
stande. ihren eigenen (iummigehalt zu vergdren. Aus 2500 g
I»ierhefc. di(" in 2 | Wasser aufgeschwemmt 15 Tagt! lang bei
ungefahr 30° dckr Selhs.lgérung Gberlassen worden waren, konnte
ich in Gblicher weist* 15.6 g eines weihen asehenreichen Pulvers
darstcllon. das wohl sehr wirksam, aber auch wie gewdohnlich
noch kohlciihydralhallig war.

Auch ein mit | llyzerin bereitetes, stark wirksames Pankreas-
extrakt, in welchem Dbekanntlich alle 3 Fermente der Drlse,
das amylolytische, proteolytische und fettzerlegende, neben-
einander enthalten zu sein pflegen, hatte, als ich (»inen kon-
zentrierten llefeauszug langer als 1 Monat hei 25—30° damit
in Periihrung gelassen, das zu beseitigende Kohlenhydrat nicht in
Zucker umgewandeil : denn das aus dem (iemische am Endo darge-
stellte Inverlinpraparal, das obendrein noch ein ganz bedeutendes
Inversionsvermiigen besah, reduzierte Fehlingsehe Ldsung erst
nach mehrstindigem Kochen mit 5'Voiger Schwefelsdure.

Man sieht also, dall das sogenannte Meiegummi kein zer-
legbares Objekt flr unsere gewdhnliehen, die Polysaccharide
angroifenden Fermente ist. Es ist ebenso unangreifbar fur die
Diastase der keimenden Samen, wie fir die Amvlase der Hefe

| Zriitnithtatl lin [fakleriologie. iNnim. Bit. ki. s. na,
Ebenda. !sin*. Bd. Nr. *j:t. 2. Ableitung. S. TUii.
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M(lhst  und liir das entsprechende Ferment des tierischen
Pankreas-.!\

Auch alledem [filst sich aul keinem der lusher e'in«rc-
schlagenon Wege die Fragt* entscheiden, oh das wirksame
torment unserer Invertine eine Kohlenhvdralgrtippe als inte-
grierenden Bestandteil enthalt oder nicht.

Aher was veranlald uns denn eigentlich, den Gedanken,
dah die> tatsdchlich der tall sein kdnne, so sicher von der
Hand zu weisen? -

Heruht es mehl vielmehr auf einer vollig grundlos Vor-
gefthlen Meinung — ich liege in der'lat die gleichen haretischen
Bedenken, wie \\. A. Osborne —, wenn wir uns darauf ver-
steifen, durchaus ein Invertin darstellen zu wollen, das von
jeglichem Kohlenhydrat frei ist? Wer gibt, uns das liecht.-ein
wirksames Prédparat deshalb ohne weiteres .unrein zu nennen,
weil is nach dem Kochen mit Sauren Fehlingsche Ldsung
induziert * W arum dart denn das w irksame Ferment kein Kohlen-
hydrat ais integrierenden Bestandteil enthalten? Wer von uns
allen kann Uberhaupt sagen, wie das reine Ferment zusammen-
gesetzt sein muh oder wie es nicht zusammengesetzt sein .darf?
W ei' kann entscheiden, ob und wie viel oder wenig Stickstoff
es enthalten muh? Ferner, ob es Phosphor enthalten darf
oder nicht?

Hie Art der Wirkung eines Ferments liefert, uns jeden-
falls nach unsern bisherigen Kenntnissen fur irgend eine be-
stimmte Meinung hiertber gar keinerlei Anhalt.

Hie Hauptschwierigkeit fir alle unsere -Versuche,, den
(hemis< hen Bau eines wirksamen Ferments zu ergrinden, ist
und bleibt leider immer ihre grolle Fmpfindliehkoit und Labi-

h Das Ergebnis des letzten Versuchs, die Tatsache, dah trotz der
monal dangen Kinwirkung des Trypsins auf den llefcauszug dennoch
das Inversionsvcrmopcn desselben vollkommen erhalten geblichen, "ist aber
auch insofern wichtig und interessant, als es einen entschiedenen jleweis
imgen die Annahme liefert, das Invertin koénne zu den eiuvibarligen
Mihslanzen gehoren. Dah das Invertin weder durch das im llefcsafle
seihst befindliche proteolytische Enzym, noch dureli das Trypsin -zerlegt

wird, bat auch Wroblewski beobachtet. Vgl. Journal fiir pr. Chemie
Rd. 04. s, Hq).
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llidt: der | reland, dal3 sie in gel6stem, ja auch nur feuchtem
Zustande in der Hegel Bereits hei wenig Uber 50° erhohter
Temperatur und ebenso schon bei Hcriihnmg mit verhaltnis-
malkig schwachen S&aurenl) und Laugen an Wirksamkeit ver-
lieren, sodal’ uns die meisten Eingriffe und Operationen, durch
die der Chemiker sonst seine Korper zu isolieren pflegt, l0r
den gleichen Zweck hier untersagt sind: denn dafir, dafll wir
den gesuchten Stoff wirklich unter den Handen haben, besitzen
wir nun einmal kein anderes Kriterium, als oben seine \\ irk-
samkeit.

| m auf die dritte Frage, die ich mir gestellt hatte, aut
die nach der Herkunft des Stickstoffs der Ublichen Préparate,
eine Antwort zu erhalten, kochte ich mehrere Proben des ge-
reinigten Invertins und zwar das eine Mal 10. ein zweites
Mal »<o, ein drittes Mal 16 g davon eine Stunde lang Uber
freiem Feuer mit je V., | 2r>ft/oiger Schwefelséure.-) Nachdem
dies geschehen, versetzte ich die braun gewordene Flussigkeit
so lange mit einer L&sung von Phosphorwolframsaure in
V' niger Schwefelsgure, bis sich kein neuer Niederschlag mehr
bildete, und suchte nun in bekannter Weise etwaige stickstolf-
haltige Stolle sowohl aus dem Niederschlage, wie aus dem
Filtrate davon, zu isolieren. Aber in jedem Falle waren die
Ausbeuten an stickstoffhaltiger Substanz nur duRerst gering
und die P.esultate der Analyse, die ich trotzdem wagte, waren
durchaus nicht eindeutig und entscheidend, fordern indessen
umsomehr zu erneuten Versuchen mit groReren Mengen wirk-
samer Substanz auf, als sich ergab, dal} die Phosphorwolfram-
sdure stickstoffhaltige Korper geféllt hatte, die auch mit
ammoniakalischer Silberlosung Niederschldage gaben, deren
Stickstoffgehalt nicht unbetrachtlich war.

Das dritte wirksame Praparat, das mit Schwefelsiure
gekocht wurde, stammte aus dem AufRenwasser des Dialysators.
Fine geringe Menge eines stickstoffhaltigen, Kkristallinischen

I Vgl. die betreffenden Beobachtungen Osbornes a. a. 0.

-1 Fs durfte gut sein, bei Fortsetzung dieser Versuche das Kochen
unaclist ganz zu unterlassen und die saure LOsung ohne weiteres mit
I'hosphoiwolframsaure zu versetzen.
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Korpers, der hier aus dein Filtrate vom Phosphorwolframsaure-
niederschlage isoliert werden konnte, lieferte hei der VVerbrennung
Zahlen fir die Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffpimente,
die man zur Not auf ein Gemenge von Amidovaleriansaure und
heuein deuten konnte. Nun ist es ja mdglich, dall die beiden
Korper, wenn sie wirklich vorhanden waren, erst infolge der
Zersetzung groferer Molekule durch die kochende Schwefelséure
entstanden sind: aber es ist ebenso mdglich, dal} die beiden
schon fertig bei der Extraktion der Hefe mit Wasser, in Losung
gingen, spater gleichzeitig mit dem Fermente geféllt und wieder
gelést wurden, endlich abermals in Gesellschaft des Ferments
die Pergamentmembran passierten und zuletzt von neuem mit
ihm zugleich niedergeschlagen wurden.

Zusammenfassung der wichtigsten Resultate.

1. Was den Aschengehalt sowohl der aus rein geziichteter
PreBhefe, wie aus gewohnlicher Bierhefe dargestellten Invértin-
praparate betrifft, so kann man denselben, wie schon O’Sul-
livan und Tompson. Osborne und Kolle zeigten, ohne dal3
deshalb die Wirksamkeit der Praparate Schaden leidet, durch
Dialyse sehr herabdrticken, aber bisher niemals ganz beseitigen.
Wahrscheinlich gehdren die Basen der Asche — jedenfalls.ihrer
Hauptmenge nach — nicht zur Konstitution des wirksamen
Enzyms. Da aber durch das Ausféllen der Phosphorsaure als
Ammonium-Magnesiumphosphat und durch nachfolgende Dialyse
jedesmal Préaparate gewonnen werden, die beim Veraschen
mit Barytwasser wenig eigene Asche zurlcklassen, der Phos-
phorsduregehalt der letzteren aber bis Uber 80°/0 betragen
kann, so liegt die Vermutung nahe, dal3 ein ziemlich
groBer Teil des Phosphors in den Praparaten orga-
nisch gebunden ist. Durch eine mit den Daten der einzelnen
Aschenanalysen vorgenommene einfache Rechnung wurde diese
Vermutung als wahr erwiesen.

2. Wie mannigfache Versuche zeigten, ist es nach den
bisher vorgeschlagenen Verfahren .unmdglich, ein wirksames
Invertinpraparat darzustellen, das vollig frei ware von Kohlen-
hydrat. Da sich dieses Kohlenhydrat auch nicht durch Dialyse

llop|H-*Scyl>T'ti Zeitschrift f. physiol. Chemie. XI.II. M.
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beseitigen lalt, da es un Gegenteil bei der Dialyse immer zu-
gleich mit der wirksamen Substanz durcit die Pergamentmem-
bran nach milieu diffundiert, so ist es, solange nicht das Gegen-
teil unzweideutig bewiesen ist, nicht ungereimt, anzunehmen,
dal» wenigstens ein Teil dieses eigentumlichen Kohlenhydrats
einen integrierenden Bestandteil des wirksamen Enzyms bildet.

3. Die spezifische Wirksamkeit des Ferments ist nicht
gebunden an das Vorhandensein grober stickstoffhaltiger Gruppen,
wie die Albumosen und Peptone; denn selbst nach wochenlanger
Berthrung mit einer kraftig wirkenden Trypsinlésung, bei einer
Temperatur von 33°, wobei solche Gruppen gewil3 weiter zer-
fallen waren, blieb die Wirksamkeit meiner Préparate noch
Immer energisch. Gegen die Anwesenheit von Peptonen spricht
aber weiter das Fehlen der Biuretreaktion, die ich an den
Losungen meiner gereinigten Invertine niemals beobachten konnte.

Der Slickstoffgehalt der verschiedenen Invertinprapurate
iIst wahrscheinlich durch die Gegenwart Kkleinerer stickstoff-
haltiger Gruppen bedingt, deren scharfe Isolierung und Cha-
rakterisierung vorderhand noch der Gegenstand weiterer Unter-
suchung ist. Madglicherweise ist das invertierende Enzym eine
sehr kompliziert gebaute und deswegen auch sehr hinfallige,
neben Stickstoff auch noch Phosphor enthaltende Substanz,
worin die einzelnen Hydroxylgruppen der Phosphorsadure dazu
dienen, sowohl kleinere stickstoffhaltige Gruppen, als auch
Kohlenhydratrestc, vielleicht daneben auch noch Kalium- und
Magnesiumatome festzuhalten.

1. Vergleicht man am Ende die Resultate, die ich bei
meinen Versuchen mit Prel3hefe, mit denen, die ich beim Ar-
beiten mit gewohnlicher Bierhefe erhalten habe, so zeigt sich
zwar, dalR die Bierhefe widerstandsfahigere, auch Kkraftiger
wirkende Praparate-geliefert hat; dall dagegen in bezug aul
Gleichartigkeit in der Zusammensetzung die aus reiner Pref3hefe
dargestellten Praparate den Vorzug verdienen.

Deswegen durfte es sich wohl auch empfehlen, bei kinf-
tigen Versuchen Uber die Natur des Invertins zur reinen Prel3-
hefe zurickzukehren.



