Darstellung und Analyse einiger Nucleinsduren.

VIII. Mitteilung.
Uber die Milznucleinsaure.

Von
P. A. Levene.

(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research.i
(Der Redaktion zugeganjjen am 19. Juni 1905,

Bei der Analyse verschiedener Nucleinsduren, soweit sie
bis jetzt beschrieben sind, richtete der Verfasser seine Auf-
merksamkeit auf das Studium der Komponenten ihrer Molekiile.l|
Eine quantitative Schatzung der Bestandteile konnte deshalb
nicht vorgenommen werden, weil von den beiden Darstellungs-
methoden der S&uren, die eine die Substanz nicht in hin-
reichender Menge lieferte, die andere aber ein Produkt, das
nicht vollig frei von Verunreinigungen war.

Im Verlaufe dieser Untersuchungen wurde nun die Be-
obachtung gemacht, daR Nucleinsauren in groRem UberschuR
von konzentrierter Essigsaure loslich sind, und aus solchen
Losungen frei von den gewohnlichen Verunreinigungen durch
Kupferchlorid oder Salzsdure gefallt werden. Die Ausbeute war
auBerdem ganz zufriedenstellend und so wurde es mdglich,
die Frage der quantitativen Bestimmung der basischen Kom-
ponenten der S&uren in Angriff zu nehmen. In dieser Publi-
kation sollen die Resultate der Analyse von Milznucleinsiure
mitgeteilt werden.

Die Darstellung der Saure war folgende:

Die zerkleinerten Drisen wurden ungefahr 2 Stunden in
einer iWoigen Kochsalzlosung gekocht, worauf?0x) des Gewichtes

") Diese Zeitschrift, Bd. XXXII; S. 541 ; Bd. XXXI, S.402; Bd.XXXVII.
S. »02; Bd. XXXIX. S. 4; Bd. XXXIX, S. 470.
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der frischen Drise an Natriumacetat hinzugefiigt wurde und
die Mischung abkiihlte. Darauf erfolgte Zusatz von Natronlauge
und die so behandelten Driisen wurden Uber Nacht stehen ge-
lassen. Wie in friheren Mitteilungen beschrieben, wurden nun
die EiweilRkdrper der Driise mit Pikrin- und Essigsaure entfernt,
und im Filtrat die Nucleinsdure mit Alkohol gefillt. Nachdem
die Alkoholféllung mit Natronlauge wieder aufgel6st war, wurde
em grolier Uberschuly von Eisessig hinzugefliigt und abgesaugt.
Hieraul erfolgte Fallung der Nucleinsdure mit 20'>/,iger Kupfer-
chloridlisung, dann Waschen und Trocknen in gewohnlicher
Weise.

Die Analyse der auf diese Weise erhaltenen Substanz
gab folgende Werte:

Praparat 1. 0,3584 g Substanz wurden flr eine Stiekstoffbestimmun*

nach Kjeldalil verwandt. Sie erforderten zur Neutralisation 388 ccm
Schwefelsdure (1 ccm = 0,001418 g N); N = 15,35°k.

98040 g Substanz geeﬁl)tgﬂelten (9[9% e Asche - >¢070f

Praparat Il 0,1378 g Substanz wurden zu einer StickstofThestirnmun-
nach Kjeldahl verwendet. Sie erforderten zur Neutralisation 13 ccm
Schwefelsdure (1 ccm = 0,00162 g N); N = 15.3t)o/l>

0,12()5 g Substanz gaben bei der Verbrennung 0,1632 u CO unH
0.0525 g HgO: C = 3510@/; H = 4,61 «b.

0.1180 g Substanz gaben 0,0310 g Asche = 26.26 \V/

g » » beim Schmelzen 0,0494 g Mg4P.Q
P = 827V-
011/S * . * * lei der Verbrennung 0.1502 g OO/und
°1°480 g H20; C =34.78V: H « 4.53» 0.
Wenn man das Kupfer in Rechnung zieht, war die Zu-

sammensetzung der S&ure:

Praparat | Praparat |l Al'eres Praparat
( - 37,78V 36 400
H ~ 4,86V N
’ 510V
N 16,62 V 16.51V 17 30V
v -8,99 V 8.91V ’
(Hasen — 71V 7,35V 12%36\\5)

Somit differierte die elementare Zusammensetzung der
«Saure nur wenig von derjenigen, die in meiner friheren Mit-
teilung angegeben war. Die Verschiedenheit erklart sich wohl
aus der Anwendung von Ammoniak bei der friheren Dar-
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Stellung: denn die Erfahrung hat ergeben, daR es beinahe un-
moglich ist, aus der Nucleinsaure irgend ein Mineralsalz vollig
zu entfernen,- das im Laufe der Darstellung angewandt wurde.

Zur hydrolytischen Spaltung wurde das Kupfersalz ver-
wendét. Zur Beurteilung des Purinbasengehaltes wurde die
Saure das eine Mal in einer 2°/ligen, das andre Mal in einer
Y' oigen Schwefelsaurelosung drei Stunden lang im Autoklaven
erhitzt. Da Steudell) in seiner Mitteilung Uber den Abbau der
Thymusnucleinsaure das Vorhandensein von vier Purinbasen
im Molekll angibt, bemuhte ich mich, besonders Xanthin und
Hype»xanthin unter den Spaltungsprodukten der Milznucleinsaure
aufzutinden, was aber nicht gelang.

Die Einzelheiten der Analyse lasse ich folgen.

()4 g lufttrockenes Kupfersalz, enthaltend 45 g Sé&ure,
wurden im Autoklaven bei 125—150° G. mit 400 ccm 20/oiger
Schwefelsaure zersetzt: darauf wurde filtriert, das Filtrat mit
Ammoniak neutralisiert und auf ein sehr kleines Volumen ein-
gedampft. Die dabei entstehende Ausscheidung wurde abfiltriert
und enthielt Guanin, sowie etwas Adenin und Phosphorséure.
Sie wurde in verdinnter Schwefelsdure gelost, die Schwelel-
und Phosphorsaure durch {berschiissiges Baryumhydrat und
dieses wieder durch Schwefelsaure entfernt. Das Filtrat vom
Baryumsulfat wurde jetzt eingedampft und mit ammoniakalischer
Chlorsilberlosung behandelt. Die Zersetzung des so gebildeten
Niederschlages wurde durch Salzsaure bewirkt, worauf das
Filtrat vom Chlorsilber mit Ammoniak neutralisiert und auf
ein kleines Volumen eingedampft wurde. Nachdem das so aus-
geschiedene Guanin abliltriert war, wurde das Filtrat zu dem
des ersten rohen Guaninniederschlages hinzugefiigt und mit am-
moniakalischer Chlorsilberlosung versetzt, worauf ich den ent-
standenen gelatindsen Niederschlag mit Salzsaure zersetzte.
Das Filtrat vom Chlorsilber wurde nun mit Ammoniak neu-
tralisiert und eingedampft, die vom Guanin abfiltrierte LOsung
in der Hitze mit Pikrinsaure behandelt, und das Adeninpikrat
abfiltriert. Aus dem Filtrat wurde die Pikrinsdure mit Schwefel-
saure und Ather entfernt und dann wurden die Ubrigbleibenden

«VDiese Zeitschrift, Bd. XL1l, S. 165 und Bd. XLIII, S. 402.
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APurinbasen mit ammoniakalischer Chlorsilberlosung gelallt: doch
bestund dieser Silberniederschlag nur aus Guanin und Adenin.
Somit konnte weder Xanthin noch Hypoxanthin in nenncns-
werter Menge gefunden werden.

Die Ausbeute an Adeninpikrat betrug 4,5 g.

Das Guanin ging durch ein Miligeschick verloren. In

einem zweiten Versuch wurden 40 g lufttrockenes Kupfersulz,
enthaltend 319 freie Nucleinsaure im Autoklaven bei 125—160pc!

mit 1/o0 ccm 060/oiger Schwefelsdure gespalten. Die Trennung
de* Hasen erfolgte in der gleichen Weise wie vorher und die

Ausbeute an Guanin betrug 0,505 g, an Adeninpikrat 2.« ¢

Die Analyse der Pyrimidinbasen erfolgte so, wie es
in der vierten Mitteilung beschrieben ist.

30 g lufttrockenes Kupfersalz, enthaltend 21 g freie Saure
wurden verwandt.

Die Ausbeute betrug: Thvmin 12 g

Cytosinpikrat 4,5 »

Das Uracil wurde nicht gewogen, da die Ausbeute im allge-
meinen sehr gering ist.

Berechnet auf 100 g

Adeninpikrat 8,27
Guanin 1,02 »
Thymin 5.71»
Cytosinpikrat 21.43»

In einer friheren Mitteilung ist gezeigt worden, dald die
Beschaffenheit der Mehrzahl der Niicleinsaurekomponenten wohl
bekannt ist, man aber Uber die Art ihrer Verknipfung im
Molekil der Saure bisher wenig weil3. Neuerdings versuchten
Schmiedebergl) und seine Schiiler zu zeigen, dal! die Nuclein-

saure aus einer Grundsubstanz bestehe, die sie Nucleotinptios-
phorsdure nennen, und die mit den Purinbasen eine verhélt-

nismaRig lockere Hindling zur Hildimg des Nueleinsdurcmolekiils
eingeht. Vorher schon hatten Kossel und Neumann®*) ein

purinfreies Derivat der Nucleinsaure erhalten, welches sie als
Huminsaure bezeiehneten. Die Zusammensetzung dieser Thvtnin-

9 Alch f exp. Path. u. Pharm., Bit. LX1lJ, S. 57, 1IKJ0.
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 77.
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sdure ist sehr wenig weiter untersucht worden und die hypo-
thetische Nucleotinphosphorsaure konnte bisher nicht in reiner
Form erhalten werden. Doch teilen alle Autoren die Ansicht,
dab auf dem Wege der Spaltung in einfache kristallinische
Komponenten, intermedidr Produkte verschiedener Zusammen-
setzung gebildet werden, und das Studium solcher intermediarer
Produkte scheint von groRer Bedeutung fir die Erweiterung
unserer Kenntnisse betreffe der Bindungsart der einfachen Kom-
ponenten im Molekil der Nucleinsaure.

In einer friheren Mitteilung berichtete der Verfasser,')
dal es bei der Spaltung mit 2\<>iger Schwefelsdure gelingt,
eine in Wasser und sehr verdiinnten Sauren unldsliche Substanz
zu erhalten. Diese Substanz enthielt Stickstoff, Phosphor, nur
Spuren von Purin- und Pyrimidinbasen, Spuren von Furfurol
gebender Substanz und nachweisbare Mengen eines Karpers,
der bei weiterer Spaltung mit Mineralsduren Lavulinsaure liefert.
Ob die andern Komponenten aus dem Molekil in freiem Zu-
stande oder miteinander vereinigt abgespalten waren, wurde
nicht konstatiert. Im Laufe dieser Untersuchung sollte nun auch
der Versuch gemacht werden, auRer diesem schon beschriebenen
Produkt noch andere komplexe Molekiile unter den durch Mineral-
sduren gebildeten Spaltungsprodukten der Nucleinsaure aul-
zulinden. Dies geschah folgendermafen:

Nucleinsdure wurde mit Hilfe von verdinnten Sauren
in eine 16sliche und eine unltsliche Fraktion gespalten, In
einem Teil der l6slichen Fraktion () wurde eine Bestimmung
der Pyrimidinhasen vorgenommen, ein anderer Teil (II) wurde
eingedampft und mit einer 25°/oigen LOsung von Schwefelsdure
weitergehend gespalten, worauf in dem Reaktionsprodukt eben-
falls die Menge der Pyrimidinbasen festgestellt wurde. Wenn
komplexe Molekile in der LoOsung | vorhanden waren, so hétte
bei dem zweiten Versuch (in Fraktion II) difr Ausbeute an
Pyrimidinbasen groRer sein mussen. Die Produkte der zweiten
Spaltung der I06slichen Fraktion wurden dann verglichen mit
denen des unldslichen Bestes.

y American Journal of Physiology. Bd. XII, S. 213. HM)4.
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Die Verteilung der verschiedenen Kdrpergruppen war die
folgende :

Pur inbasen.

Im wesentlichen wurden alle Purinbasen aus dem Molekdil
durch hihitzen der Substanz mit 2°/»iiger Schwefelsdure auf
1«)0 entleint und dies stimmt Gberein mit der Tatsache, dal}
bei der weiteren Behandlung mit 5°/,..iger Sdure die Ausbeute
im wesentlichen unverdndert bleibt. Die unl6sliche Fraktion
enthdlt nur Spuren dieser Basen.

Pyrimidinbasen.

Versuch I. 40 g lufttrockene Substanz, enthaltend 5,29*/,>
Phosphor, wurden im Autoklaven mit 100 ccm 25«>(0iger Schwefel-
saure vier Stunden auf 150—175° C. erhitzt. Unter den hydro-
lytischen Produkten fand sich Thyinin und Cytosin in folgender
Ausbeute :

Thyinin 1,2 ¢
Cytosinpikrat 3,1
Versuc h Il. 40g der gleichen Substanz wurden in 250ecm
5°/oiger Schwefelsaure im Autoklaven bei 125—150° C. vier
Stunden lang erhitzt. | nter den Produkten der Hydrolyse
wurden die Pyrimidinbasen nach der Methode von Kossel-
Jones bestimmt und gaben folgende Ausbeute:
Thyinin 0,45 ¢
Cytosinpikrat 1.2
Versuch Ill. 40 g derselben Substanz wurden in der
gleichen Weise wie im letzten Versuch gespalten. Die l6sliche
Fraktion wurde aut 100 ccm eingedampft und soviel konzen-
trierte Schwefelsdure hinzugefugt, dal} ein S&uregehalt von
2{)"" erzielt war. Darauf wurde die Losung vier Stunden im
Autoklaven erhitzt. Die Ausbeute an Pyrimidinbasen war
Thymin 14 ¢
Cytosinpikrat 2,7 -
Versuch IV. Die Dbei den Versuchen Il und Il durch
Hydrolyse mit 5°/oiger Schwefelsdure erhaltenen unldslichen
Ruckstande wurden vereinigt und mit 25°/oiger Schwefelséure
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gespalten: es ergab sieh kein Thymin und nur eine Spur von
Hasen, die ein unlosliches Pikrat bildeten.

Aus diesen Versuchen ergibt sich, dall bei der Hydrolyse
der Milznueleinsdure mit 6°'oiger Schwefelsdure die folgenden
Heaktionen stattfinden: Praktisch werden alle Purinbasen in
Freiheit gesetzt, desgleichen ein Teil der Pyrimidinbasen, wahrend
der Hest in Form eines Molekilkomplexes verloren geht. (Die
Natur dieser Substanz soll in einer besonderen Mitteilung erdrtert

werden.) Fs entsteht ein unl6slicher Korper, der frei von Purin-
und Pyrimidinbasen ist.

Kohlehydrate.

In einer fruheren Mitteilung war festgestellt worden, daf3
bei der Hydrolyse mit 2" oiger Schwefelsdure ein Rickstand
entsteht, der nicht mehr die Furfurol gebende Substanz enthélt,
jedoch bei weiterer Spaltung noch Léavulinsdure liefert. Hei der
vorliegenden Untersuchung sollte nun versucht werden, fest-
zustellen, wie die Hexose in den verschiedenen Fraktionen
verteilt ist, die man bei der Hydrolyse der Milznueleinsaure
mit Hilfe von verdinnten Mineralsauren erhalt, zu welchem
Zwecke folgende Versuche ausgefiihrt wurden:

Versuch |. 10 g der auch in den friheren Versuchs-

reihen angewandten Substanz wurden mit 50 ccm 25°/Oiger
Schwefelsaure in einem Autoklaven bei 150° G. drei Stunden
lang erhitzt. Aus den Produkten der Hydrolyse wurde dann
das Silbersalz der Lavulinsdure auf die gewdhnliche Weise
erhalten. Ausbeute: 0,7 g.

Versuch Il. 40 g der gleichen Substanz wurden im
Autoklaven bei 150° C. vier Stunden lang mit einer 5°/oigen
Schwefelsaurelésung hydrolysiert, darauf wurde filtriert und
der Rickstand mit Wasser ausgewaschen. Nach dem Ein-
dampfen der vereinigten Filtrate und Waschwasser auf 100 ccm
wurden lo ccm konzentrierte Schwefelsdure hinzugefiigt und
die Losung vier Stunden im Autoklaven bei 150° C. erhitzt. Das
Silbersalz der L&vulinsdaure, welches in der gewdhnlichen Weise
gewonnen war, wog 3,4 ¢.

Versuch Ill. 4 g des nach der Spaltung mit 5°/oiger
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Schwefelsaure erhaltenen, getrockneten Rickstandes wurden im
Autoklaven mit 25«', iger Schwefelsdure gespalten, worauf sich
nur eine Spur Lavulinsaure erhalten lieh.

Versuch I\. 20 g des nach Spaltung mit 2" ,iger
Schwefelsdure erhaltenen und getrockneten Rickstandes wurden
im Autoklaven mit 25"/«iger Schwefelsdure gespalten und es
ergaben sich nur ungefdhr 0.150 g Thymin und 0,750 ¢
Cytosinpikrat. Die Ausbeute an Silbersalz der Cavulinsdure
betrug 0,5 g.

Aus diesen Versuchen geht hervor, dal hei der Hydrolyse
mit 5° oiger Schwefelsdure alle Kohlehydrate des Molekiils der
Nucleinsdure sich in den l6slichen Spaltungsprodukten befinden.
Oh sie in freiem Zustande oder in Form eines Molekil-
komplexes vorhanden sind, soll spater untersucht werden. Bei
der Spaltung mit 2°,oiger Schwefelsdure entsteht eine unlos-
liche Substanz, in welcher das Verhéltnis von Kohlehydraten
zu Pyrimidinhasen grofRer als in der urspringlichen Saure ist,
obgleich die absolute Ausbeute an Lavulinsaure niedriger ist,
als die bei der Hydrolyse der Nucleinsdure erhaltene.

Melanin.

Bei der Hydrolyse von Nucleinsduren mit starken Mineral-
sauren erhalt man Substanzen, die wohl als Melanine zu be-
trachten sind. Dieser Substanz haben Schmiedeberg, Osborne
und Harris ihre Aufmerksamkeit zugewandt.l) Die Substanz
des ersten Untersuchers enthielt Phosphor, die von Osborne
und Harris beschriebene war frei davon. Den Ursprung der
Substanz dachte man sich in der Weise, dall sie durch Kon-
densation aus den Spaltungsprodukten von Purinbasen und
Kohlehydraten entstanden sei.

Im Laufe der gegenwaértigen Untersuchung ergaben sich
folgende Beobachtungen:

Versuch I. 40 g der bei der ersten und zweiten Ver-
suchsreihe verwendeten Substanz wurden mit 6”/o iger Schwefel-

saure gespalten. Der l6sliche Teil wurde nun eingedampft und
mit 2;V'/«,iger Schwefelsdaure weiter erhitzt. (Diese Fraktion

" l)iese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 83, 1002.
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enthielt, wie aus der ersten und zweiten Versuchsreihe zu ent-
nehmen ist. alle Kohlehydrate, sowie die Purin- und Pyrimidin-
derivate des Nueleinsduremolekiils.) Die Ausbeute an Melanin
war in dieser Fraktion sehr unbedeutend.

I'VVersuch Il. \ g des getrockneten Rickstandes, der
bei der Hydrolyse mit f>ft/oiger Schwefelsdure erhalten war,
wurde der weiteren Zersetzung und zwar mit 25° niger Schwefel-
saure unterworfen. Der Erfolg- war die Bildung von 1.8 ¢
Melanin, frei von Phosphor und unl6slich in Alkalien und
Sauren.

Aus diesen Versuchen ergibt sieh, dall Melanin und sein
phosphorhaltiger Vorlaufer entweder aus denjenigen Bestand-
teilen der Nucleinsidure entstehen, die weder Purinbasen noch
Kohlehydrate sind, oder aber, daR sie durch Kondensation aus
den Spaltungsprodukten der Kohlehydrate und Purinbasen ge-
bildet worden. In letzterem Falle miRte die Kondensation
einfach beim Erhitzen mit 06" oiger Schwefelséure stattfinden.

Fm mehr Klarheit tber den Prozef3 der Melaninbildung
zu bekommen, schien es ratsam, die Zusammensetzung der
beiden Vorstufen — né&mlich des Rickstandes nach Hydrolyse
mit 2°/oiger Schwefelsdure und des anderen nach Spaltung
mit 0° oiger Schwefelsaure — mit der des Melanins und der
der ursprunglichen Nucleinsaure zu vergleichen. Es wurde also
die Aufmerksamkeit den Spaltprodukten der beiden Mutter-
substanzen des Melanins zugewandt. Sie sowohl wie das Melanin
enthielten Kupfer und somit schien es zweckmaéRig, die Ver-
gleiche mit dem Kupfersalz der Nucleinsdure anzustellen.

Die Resultate der Analyse waren folgende

1. Ruckstand nach Hydrolyse mit 2°«iger Schwefelsaure:

0.2220 g Substanz wurden zu einer Stickstoffbestimmung nach
Kjebla hl verwendet; sie erforderten 29.5 ccm Schwefelsdure zur Neu-
tralisation il ccm S&ure = 0,00124 g Xi: N = 1(1.53°o.

0.33X0 g Substanz wurden zu einer Phosphorbestimmung ver-
wendet. Sie gaben 00224 g MgsP8Q.; P = 1.85" .

0.2352 g Substanz gaben 0.0(582 g Asche = 29"0.

0.239(5 » » »  bei der Kupferbestimmung 0.0(590 g CuO

Cu = 21.75" .



Darstellung und Analyse einiger Nucleinséuren. VIII. 879

[I. Ruckstand nach Hydrolyse mit ;>%igor Schwcfelsdure:
0.2H83 g Substanz wurden zu einer Stickstoffbestimmung nach
Kjeldahl verwendet. Sie erforderten t8.2 ccm der Schwefelsaure des
vorigen Versuches. N = 22,29%.
0.20911 g Substanz lieferten 0,606 g Asche -= 31,20°,...
0.2Sh3 g Substanz wurden zu einer Phosphorbestimmimg ver-
wendet. Die Ausbeute war sehr gering.

«».log., g Substanz gaben bei der Kupferbestimmung 0 0640 "*CuO-
flu = 19.05%«- °

HI. Melanin:

0.2730 g Substanz erforderten bei einer StickstolTbestimmung nach
Kjeldrih!l 22.« ccm der Schwefelsdure der vorigen Versuche. N  m.28%.

0.2891 g Substanz lieferten 0,051)0 g Asche = 20.31) @0

0.__ 00 g Substanz lieferten hei der Pliosphorbestimmung keine
Ausbeute.

0.2/00 g Substanz lieferten bei der Kupferbestimmung 0.053« g
Kupferoxyd. Cu 15,87%.

Di der folgenden Tabelle sind zum Vergleiche die Analysen-
resultate der vorherigen Substanzen und die der Nueleinsaure
zusammengestellt : daneben findet sich die Zusammensetzung
einer Substanz, die durch Hydrolyse einer freien Nueleinsiure

(nicht des Kupfersalzes) mit 2" oiger Schwefelsiure entsteht.
Sie ist in einer friheren Mitteilung beschrieben.

R_Uckstandl Rlckstand | Riickstand 1I  Melanin
iC.u-Salz) (freie Saure)

15.35% 16.53% 8.83% '0) 000 10.28%
8,10% 1.85% 8.02° » wenig 0

21,75% — 19.05% 15,87%

29.0% 39.0°1) 31.25% 20.39%

Somit findet bei der hydrolytischen Bildung der Mutter-
substanz des Melanins aus der Nueleinsdure zuerst eine Steigerung
des Stickstoffgehaltes statt. Dem folgt ein Absinken des Stick-
stoffes im Melanin: auch ist eine allmahliche Abspaltung von
Phosphor zu verzeichnen. Der Kupfergehalt zeigt eine Erhdhung
in den Muttersubstanzen des Melanins, weniger im Melanin selbst.

Dm {ber die Natur der Spaltungsprodukte der Vorstufen
des Melanins naheres zu erfahren, werden folgende Versuche

angestellt :
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20 g trockene Substanz vom Rickstand | wurden mit
25°/,0ger Schwefelsdure im Autoklaven bei 150—175° C. ge-
stalten. In einem Teil des Filtrates wurde die Stickstoffmenge
bestimmt und der Stickstoff der nichtbasischen Substanzen aus
dem des Filtrates einer Phosphorwolframsaurefallung berechnet.
Die Bestimmung des Ammoniaks geschah nach einer von
l)r. Stookey und dem Verfasserl) angegebenen Methode.

\ g der getrockneten Substanz vom Riickstand Il wurden
in der gleichen Weise behandelt.

Hie Verteilung des Stickstoffes ergab sich wie folgt:

Rickstand | Ruckstand 11
Gesamt-N 1.30 u 0.415 g
Ammoniak-N 13,5°.) des Gesamten 23.0° 0 des Gesamten
basisches N 40,5 . 05,8°0
Nicldbasisches N 45,5°» 10.68V 0

Fs wurde schon erwahnt, daR der Rickstand | bei der
Hydrolyse Lavulinsaure lieferte, ferner etwas Thvmin und eine
Rase, die oin unl6sliches Pikrat bildete.

Hei der Spaltung des Rickstandes Il konnte weder Lavulin-
sdure noch Thymin erhalten werden und nur 0,250 g eines
unléslichen Pikrates.

Ls ist bemerkenswert, dal bei der Hydrolyse der freien
Nucleinstiure (anstatt des Kupfersalzes) mit 2°/oiger Schwefel-
saure® eine Substanz mit 11,88°/0 Phosphor erhalten wird,
wahrend das Kupfersalz unter den gleichen Redingungen einen
Korper mit 2,15°/0 Phosphor und mit 21,75°/0 Kupfer liefert.
Das weist auf die Tatsache hin, dall jene Kondensation schon
stattgefunden hat. Auch ist es bemerkenswert, dal aus dem
Melanin das Kupfer weder mit Ammoniak noch mit Salzsdure
entfernt werden kann, somit also in einer noch stabileren Form
als in der eines Salzes vorhanden zu sein scheint.

I) Journal of Medical Research, Bd. V (neue Folge), S. 455, 1303.
*) American Journal of Physiology. Bd. XlII, S. 213. 1304.



