den Sitz der Fermente im Hihnerei.!)

Von
J. Wohlgemuth.

'‘Au> <k in rlumisi‘i»'»! Cat.oratorium .|<-s I'atholo”i-,h<-n Instituts zu Merlin.)

()< r H«'<laktioii zu{!<*gang« n um iii. April [

In einer triberen Arbeit2) habe ich berichtet, daf3 im
IHUhnerei Fermente vorhanden sind, welche in Tatigkeit treten,
sobald man «lie Eier unter bestimmte Bedingungen gesetzt hat.
Diese Bedingungen bestehen darin, daB man ganz frische
Huhnereier von der Schale befreit, Eiweil und Eigelb- mit
einer gewissen Menge Wasser und etwas Toluol versetzt,
grindlich durcheinander schuttelt, bis ein homogener Brei
entstanden ist, und diesen Brei in einer Slopselftasche einer
Temperatur von 38u aussetzt. Nach 30—45tdgigem Stehen
sind betréchtliche Verénderungen in ihm vor sich gegangen,
die darauf hindculen, dalR das Eiweil}, das Lecithin resp. Fett
und der Farbstott' eine Zerlegung bezw. Zersetzung erfahren
haben. Ich schlol3 hieraus, dal} im Huhnerei wahrscheinlich
3 Fermente vorhanden sind, ein proteolytisches, ein lipolytisches
und ein chromolytisches.

Im Hinblick auf embryologische Gesichtspunkte war es
nun interessant, zu entscheiden, in welchem Teil des Eies die
Fermente ihren Sitz haben, ob im WeilRei oder Gelbei oder
in beiden zugleich, Zu dem Zwecke wurden gesondert sowohl
mit WeiRei wie mit Gelhei autolytische Versuche angestellt.

Fher die ersferen mag von vornherein mitgeteilt sein, daf3
sie samml und sonders— es handelt sich im ganzen um 4
Versuche — negativ ausfielen. Das Weiliei konnte also flr den
Sitz der Fermente nicht in Frage kommen.

Es war somit der Schlul® berechtigt, dal? die fraglichen
Fermente im Gelbei zu suchen waren. Und in der Tat wurde

*) Teilweise vorgetragen auf der 78. Versammlung Deutscher Natur-
forscher nrut Arzte zu Breslau 1M04.

-'mm-n'S--F-T- Wohlgemut h. Salkowsk is Festschrift, Verlag von Hirsch-
\vaM. Berlin 11IM)4.



| ber den Sitz der Fermente im Huhnerei. Ol

(Imdi mehrere Versuche die Richtigkeit dieser Annahme lestge-
>teill. Es wirde zu mannigfachen W iederholuugcn fiihren, wollte
man «ml die Details eines jeden Versuches genauer eingehen.
Da alle Versuche anndhernd in gleicher Weise ungeordnet
waren, durfte es gentigen, wenn einer von ihnen ausfihrlich
mitgeteilt wird. — Im ganzen wurden « Versuche mit Kigelb
allein ungestellt, davon waren o positiv, 3 negativ ausgefallen.
Dal) nicht alle Versuche ein positives Resultat lieferten, glaube
ich einerseits darauf zurtckfiihren zu konnen, dal] vielleicht
nicht alle Eier sich zu diesen Untersuchungen eignen, andrer-
Hits daiaul, dall der Zusatz eines Konservierungsmittels die
Wirksamkeit der Fermente entschieden beeintrachtigt. Die
allerersten Versuche namlich hatten gezeigt, daR bei Zusatz
von Chloroform nur eine ganz schwache autolytische Wirkung
anUritt. Erst als mit Toluol allein konserviert wurde, gelangte
man zu deutlich positiven Resultaten. Aber auch das Toluol darf
nur in méakigen Mengen zur Anwendung kommen, wenn es den
Prozeld nicht ungunstig beeinflussen soll. Es hat sich im Laufe
der Zeit herausgestellt, dall man am wenigsten schadet,wenn
man aut 200 ccm Flissigkeit 1—2 ccm Toluol zusetzt. Diese
Menge gentigt vollkommen, um eine Faulnis zu verhiten. —
Auler diesen autiseptisehen Versuchen wurde auch ein aseptischer
mit ganzen Eiern (Weiliei und Gelbei) angestellt, der Uber
14 Ta*e ausgedehnt werden konnte. Dieser Versuch soll weiter
unten einer besonderen Beschreibung unterzogen werden. —
Die Versuchsanordnung gestaltete sich nun im wesentlichen
folgendermalien:

In 0—10 ganz frischen Huahnereiern (Briteier) wurde
das Gelbei mechanisch vom Weillei, so gut es mdglich war,
getrennt, in einer Stopselllasche mit 250—5CK> ccm Wasser

versetzt, gut durchgeschittelt und zu dem Brei 2—4 ccm
loluol zugefigt. Dann wurde die Flasche in einen Brut-

schrank (88°) gesetzt und daselbst unter hdufigem Durchsehitteln
\ 10 Wochen belassen; dabei wurde haufig gepruft, ob die
Edsung keinen Faulnisgeruch zeigte. Nach Ablauf der Frist
wurde der Brei auf die Spaltprodukle von Eiweild Und Lecithin
resp. Fett verarbeitet. Ich kann mich bei der Darstellung dieser
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Tnlcrsuchungen ganz kurz fassen. da sie im wesentlichen mit
den liiVliei* mitgeteilten ziemlich genau U0bereinstimmten. Der
Brei wurde in zwei ungleich grobe Portionen A und P» geteilt
und dieselben gesondert untersucht.

Portion A.

Dieser Toil diente zum Nachweis der Kiweillspaltprodukte.
und da deren eine verhaltnisméRig geringe Menge zu erwarten
waren, wurden etwa2/» des Breies zu ihrer Isolierung verwandt.
Dieselbe geschah nun auf folgende Weise

Der Brei wurde im Wasserbad bis auf ca. 50° erwérmt
und mit ein paar Tropfen H*S04 ungesduert. Dabei trat eine
Gerinnung des Kiweil3es ein und gleichzeitig setzte sich mit dem
Kiweil} das Lecithin fast vollkommen ab, so dal) die dartber-
stehende Flussigkeit last klar erschien. Dieselbe wurde ablijtrierl,
auf dem Wasserbad bis auf ein Volumen von 100 ccm ein-
geengt, mit Ather solange im Scheidetrichter extrahiert, als
noch fettige Produkte (bergingen, und dann zur Abscheidung
des letzten Bestes von Albumosen und Peptonen mit Phosphor-
wvoHVamséaure behandelt. Das Filtrat dieser Fallung wurde von
der Uberschussigen Phosphorwolframsaure mittels Baryt befreit,
der Baryt durch Kohlensdure entfernt und die hieraus resul-
tierende Losung bis zum Sirup eingeengt. Nach kurzem Stehen
im Kxsikkator war der Sirup —falls der Versuch positiv aus-
liel — fast vollig erstarrt und seine mikroskopische Untersuchung
zeigte, dal) er zum groRten Teil aus Tyrosin und Leucin
bestand. Die Trennung dieser beiden Korper von einander ge-
schah so, daB die Kristallmasse scharf abgesogen und dann
mit wenig Wasser wieder angerthrt wurde. Dabei ging das
Leucin in LOsung. Das Tyrosin wurde abfiltriert und einmal
aus heiBem Ammoniak und etwas Knochenkohle umkristallisiert.
Das schneeweille Produkt zeigte unter dem Mikroskop die
typischen zu Biuscheln vereinigten Tyrosinadeln und gab dip
Milionsehe Reaktion. — Das Leucin wurde aus dem Filtrat
stets als Kupfersalz in der tblichen Weise isoliert und zu einer
Identitizierung .des Kupfergehalts bestimmt. Ich fiihre liier und
weiter unten nur die Analysen von Versuch IV und VI an.



T her den Sitz der Fermente im Hihnerei. B

Versuch 1V: 12 g Substanz, gaben 0.0772 g CuO
VI: 0,2510 » » » 00022 > »
Herechnet fur iCJI"NO.~Cu: "Helnnden:
Cu = 10.02! . CU tO.SI'»,,
Cu =* 10.70°

Weiten! Kiweilispalt prodiikte konnten in keinem Versuch
naehjtewiesen werden: speziell Cystin, auf das ich, veranlalt

durch den Helund in den ersten autolytischen Versuchen, ganz
besonders mein Augenmerk richtete, war niemals zu konstatieren,

B. I,
Mit dieser Bortion sollte nacligewiesen werden, dalV hei
der Autolyse neben dem Eiweill auch *das Leeitlun eine fer-

mentative Spaltung erfahren hatte, In den friheren Versuchen
halle ich mich damit begnlgt, nur die Anwesenheit freier
Phosphorsdure und freien Glycerins festzusteilen, micl daraus
eine Zersetzung des Lecithins hergeleitet. Gegen eine solche
Schlul3folgerung ist aber der Einwand moglich, dal3 die beiden
I lodukte gar nicht aus dem Lecithin zu stammen brauchen,
daH die Phosphorsdure ebenso gut von dem Vitellin und das
Glycerin aus dem Fett herrihren kann. Aus diesem Grunde
wurde versucht, ein typisches Spaltprodukt des Lecithins, das
Cholin, zu isolieren, dann aber auch wie bisher freie Phos-
piiorsaure und freies G ly cerin naehzuweisen. Die Verarbeitung
gestaltele sieh dementsprechend folgendermafen . Der Brei wurde
solange mit Ather extrahiert, bis kein Fett und kein Lecithin
mehr in ihn Oberging. Dann wurde er auf dem Wasserbad
fast vollkommen eingeengt und der Rickstand mit Alkohol
mehrmals extrahiert. Der alkoholische Auszug wurde abgc-
damplt, mit Wasser aufgenommen und in der wasserigen L&sung
zunadchst freie Phosphorsaure in der dblichen Weise und
dann freies Glycerin nachgewiesen. Der Nachweis des Glycerins
geschah nach der von Wohl und Neubergl) angegebenen Me-
thode, die darin besteht, dall man die zu untersuchende Lodsung
mit Borsaure erhitzt. Dabei bildet sich aus (lern Glycerin
Acrolein: dieses ist leicht erkennbar durcit einen stechenden

) Wohl und Neuhcrg. Hericlite der Deutschen chém. (W*IDtI
Isas. Jahrgang XXXI. S. 211V
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Geruch mul (lurch die Fahigkeit seiner Gase, mit Silbernitrat
getranktes Filtrierpapier zu schwarzen. Der Best der Lésung
wurde, um etwa vorhandenes freies Cholin zu isolieren, mehr-
mals mit Ather ausgeschittelt, dann wieder auf dem Wasser-
bad eingeengt und mit Alkohol aufgenommen. Zur alkoholischen
Losung wurde soviel Platinchlorid zugesetzt, als noch ein
Niederschlag aultrat, die Fallung abgesaugt, mehrmals mit Al-
kohol, dann mit Ather gewaschen und danach in Wasser
gel6st. Heim langsamen Verdunsten an der Luft blieben <>range-
rote Plattchen und Tafeln, mitunter auch 1—2 cm lange Nadeln
zurtick, wie sie nach der Angabe von Gulewitsehl) fir Cholin-
platinchlorid charakteristisch sind.

Versuch 1V: 0.21t:} g Substanz lieferten 0.(K{>9 Pt

) Vir 0.1811 » » » 0.0574 * »
Gefunden ; Berechnet fir CIOtli8X/.).JCI] + PtCI4
Pt - ai,()9°/0 Pt — 81.1)3%«
Pt -- HI, 72V

Neben den Versuchen mit isoliertem Eigelb wurde auch, wie
schon oben mitgeti ilt, ein aseptischer Versuch mit g;nzen Eiern
aligestelit. Um vollige Asepsis zu erzielen, wurden 6 ganz frische
Huhnereier in ihrer Schale gelassen, grindlich mit Wasser und
Seife gereinigt, mit Alkohol gewaschen und schlie3lich zur Ab-
tétung der noch anhaftenden Keime mit Sublimat behandelt.
Um jede Spur von Sublimai zu entfernen, wurden sie mehr-
mals mit sterilisiertem Wasser gewaschen, dann in ein vorher
sterilisiertes GlasgefaR gebracht, nunerst durch kréftiges Schitteln
die Schalen zerbrochen und der Inhalt solange durcheinander
geschattelt, bis ein homogener Hrei entstanden war. Dem wurden
'tiUO ecm sterilisiertes Wasser zugegeben und die ganze Mischung
abermals grundlich geschuttelt. Sofort* angelegte Kulturen
(Bouillon und Agar) blieben keimfrei, ebenso fiel am Ende des
Versuchs dieselbe Probe hegativ aus. Wahrend das Gelall im
Brutschrank (38°) gehalten wurde, konnte man deutlich die-
selbe Earbenveranderung wahrnehmen, wie ich sie in meinen
friiltereii Untersuehungen beschrieben habe: der anfanglich hell-
gelbe Brei nahm eine hellrote Farbe an. Es schien nicht rat«

Gulewitseh. Diese Zeitschrift; Bd. XXVI. S. 175. 1898 99.
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Aum, den Versuch langer als U Tage auszudelmen, sonst
hatte man wohl auch weiter beobachten kénnen, wie die hell-
rosa Farbe mehr und mehr verblalit und die LOsung schlief3-
lich eine milchigweille Farbe annimmt. Nach 2 Wochen also
wurde der Versuch unterbrochen und der Brei auf die ein-
zelnen Spaltprodukte in der oben geschilderten Weise unter-
sthl. Ks sei hieriiber nur so viel gesagt, daR es gelang,
Tyrosin und Leucin zu isolieren, ferner auch Cholin und ebenso
freie Phosphorsaure nachzuweisen: dagegen war freies Ulveeiin
nicht vorhanden.

Wenn wir noch einmal die Ergebnisse obiger Unter-
suchungen kurz zusammenfassen, so haben die autolytischen
Versuche mit Hihnereiweil3 gezeigt, daB in ihm Fermente nicht
enthalten sind. Dagegen finden sie sich itn Kigelb, und zwar
besitzen dieselben in erster Linie die Fahigkeit, Eiwei3, Lecithin
und Fett zu zerlegen. Ihre Einwirkung auf das Vitellolutein
ist eine durchaus schwankende. Wahrend sie bei der Autolvse
ganzer Eier deutlich zutage trat (aseptischer Versuch), konnte
sie bei den positiv ausgefallenen Versuchen mit Eigelb allein nur
zweimal beobachtet werden'und war auch in diesen beiden
Fallen nur ganz schwach.

Diese Befunde stehen im EiiVklang mit den Untersuchungen
Liebermannl) an bebriteten Eiern, aus denen hervorgeht,
dalR wahrend des Briitens in der ersten Epoche der Entwicklung
eine bedeutende Abnahme namentlich der fettartigen Bestand-
teile der Eier und gleichzeitig auch ihrer stickstoffhaltigen Sub-
stanzen statthat. Die Elementaranalyse der Trockensubstanz
bebriteter Eier ergab namlich, dal} der Kohlenstoff um »/*, der
\\ asserstoll um 1 3, der Stickstoff um !/t und ebenso der Sauer-
stoff um Vt des urspringlichen Gewichts dieser Bestandteile
abnimmt. Da nun nach den bisherigen Erfahrungen nur verseifte
Fette im intermedidren Stoffwechsel eine Rolle spielen, so wird
das eine unsrer nachgewiesenen Fermente wahrscheinlich die not-

wendige Lipolyse besorgen, wahrend gleichzeitig das andre, seine
Téatigkeit bei der Zertrimmerung der EiweiBkOrper entfaltet.

') Lieher mann, Pfligers Archiv. Rd. XLIIt. . 1Q5 fIK88>



