Beitrage zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums.

Von
Eugen Letsche.

(Aus dem physiologisch-chemischen Institute zu Tibingen.)
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1907.)

Schon lange ist bekannt, dald im Blut ein kleiner Teil des
Gesamtstickstoffes in Form nicht eiweil3artiger Stoffe sich findet.
Unsere Kenntnis von der Natur der einzelnen Bestandteile, aus
welchen dieses stickstoffhaltige Gemenge sich zusammensetzt,
Ist bis In die neueste Zeit eine recht luckenhafte geblieben.
Von wohl charakterisierten stickstoffhaltigen Verbindungen haben
Im Menschenblut mit Sicherheit nur Harnstoff, Kreatin und
Hippursaure sich nachweisen lassen; ob Harnsaure als normaler
Bestandteil im Blut sich findet, ist nicht sicher erwiesen.

Durch den Nachweis dieser Stoffe war aber nur flr einen
kleinen Teil des Stickstoffes festgestellt, in welcher Form er im
Blute kreist; der bei weitém groflere Teil des Gemenges war
einer weiteren Zerlegung in chemisch wohldefinierte Verbin-
dungen unzuganglich. Wohl ist der Versuchl) gemacht worden,
die stickstoffhaltigen Bestandteile auf Grund bestimmter Reak-
tionen iIn verschiedene Gruppen aufzuteilen und dadurch einen
Einblick In die Zusammensetzung des Gemenges zu erhalten;
ohne die Zweckmaligkeit und Brauchbarkeit dieses Verfahrens
flr vergleichende Zwecke In Frage stellen zu wollen, bin ich
doch der Ansicht, dald damit ein wesentlicher Fortschritt in der
Erkenntnis der Natur dieser Stoffe nicht gegeben ist; und zwar
vor allem aus folgendem Grunde. Es ist ja von vornherein
nicht ausgeschlossen, daR im Blut Stoffe sich finden, die als Uber-
gangsglieder von den Peptonen zu den krystallinischen Eiwell3-

J) Ascoli, Pflugers Archiv, Bd. LXXXVII, S. 103.
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Spaltungsprodukten anzusehen sind, Stoffe, wie sie von ver-
schiedenen Forschernl) in den letzten Jahren aus Verdauungs-
gemischen isoliert wurden. Von diesen «Peptiden» sind die
einen durch Phosphorwolframsaure fallbar, wie z. B. das von
Fischer und Abderhalden bei der tryptischen Verdauung aus
verschiedenen Eiweil3stoffen?) erhaltene Polypeptid: andere wie
Z. B. die von Zunz und die von Pfaundler, bender peptischen
Verdauung (von Serumalbumin, -globulin. Casein, Eieraloumin
und Fibrin) erhaltenen Produkte geben mit diesem Reagens
keine schwer l6slichen Verbindungen.

Wirde man auf ein Gemenge, das Stoffe aus diesen
beiden Losungen enthalt, die Trennung mittels Phosphorwolfram-
saure anwenden, so mufte man nach unseren bisherigen Er-
fahrungen den durch dieses Reagens fallbaren Teil des Stick-
stoffs als «Diaminostiekstoff» ansprechen. Dieser Schluly ware
aber, sowelit damit ein Urteil tGber die Bindungsweise des Stick-
stoffs in dem durch Phosphorwolframsaure gefallten Teil abge-
geben werden sollte, in unserem Beispiel vollstandig verfehlt,
da ja das von Fischer und Abderhalden isolierte Polypeptid
bel der Saurespaltung sich als vollstdndig aus Monoaminosauren
aufgebaut erweist.

Mag dieses Beispiel vielleicht auch einen etwas extremen
Fall, der in der Wirklichkeit ein Analogon nicht hat, darstellen,
soviel ist jedenfalls zuzugeben, dafl das angedeutete Verfahren
sichere Schllisse Uber das Wesen der einzelnen Bestandteile
nicht zulalit. Die einzige Maoglichkeit, hiertber Klarheit zu er-
halten, bleibt darum der Versuch, die einzelnen Bestandteile
zu Isolieren und naher zu charakterisieren.

In dem stickstoffhaltigen Gemenge findet sich Material aus
2 verschiedenen Quellen; wir missen erwarten, Stoffe zu finden,
die durch das Blut den Zellen zur Welterverarbeitung erst zu-
gefuhrt werden, wie auch Stoffe, welche Endprodukte des Zell-
stoffwechsels darstellen.

U Fischer u. Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 83.
E. Znnz, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 132.
Pfaundler, Diese Zeitschrift. Bd. XXX. S. 90.

2) Casein, Edestin, Hamoglobin, Eieralbumin, Fibrin, Serumglobulin.



Beitrage zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums.

In welcher Form stickstoffhaltiges Material durch das Blut
den Zellen zugefihrt wird, ist ungewils. Erfahren die End-
Produkte der Verdauung im Magendarmkanal vor ihrem Ubertritt
Ins Blut eine Veranderung Iin der Weise, dall «Korpereiweil»
gebildet wird, oder findet, soweit dies nicht schon im Darm
geschient, am Ende noch eine weitere Spaltung In die ein-
fachsten Eiweillbausteine statt? Fir die Frage nach dem Vor-
kommen von niederen Eiweil3spaltprodukten im Blut kommen
beide Maglichkeiten in gleicher Weise in Betracht, wofern man
nicht den resorbierenden Organen die Fahigkeit zuschreiben
will, aus dem Darm nur solche Bausteine aufzunehmen, die fir
die Bildung von Korpereiweild notwendig — und auch diese
nur In den Verhaltnissen, wie sie eben fur den Aufbau dieser
EiweiBmolekile erforderlich sind. Die zahlreichen Arbeiten von
E. Fischer und seinen Schulern haben ja gezeigt, dal3 die ver-
schiedenen Eiwell3korper qualitativ im grofien und ganzen aus
denselben «Bausteinen» bestehen, dall aber in den Mengen-
verhaltnissen, mit welchen die einzelnen Bausteine am Aufbau
der verschiedenen Eiweil3korper sich beteiligen, nicht unerheb-
liche Unterschiede bestehen, und da die Verschiedenheit der
Eiweil3stoffe thren Grund hat zum Teil eben darin, zum Tell
vielleicht auch In der Art, wie die einzelnen Bausteine unter
einander verkniipft sind. Der Ubergang von «Nahrungseiweil»
In « KOrpereiwelld» konnte dann vielleicht in der Weise vor sich
gehen, dal die im Magendarmkanal gebildeten Spaltprodukte in
anderer Weise sich Zusammenlegen oder aber, dal} ein Teil
eben dieser «Bausteine» zum Aufbau von Korpereiwelld (ber-
haupt keine Verwendung mehr findet — und eben diesen Tell
hatten wir im Blut zu suchen.

Was die aus der zweiten Quelle stammenden stickstoff-
haltigen Verbindungen anlangt, so sollte man erwarten, neben
den Dbis jetzt mit Sicherheit im Blut nachgewiesenen Stoff-
wechselendprodukten — Harnstoff, Harnsaure(?), Hippursaure,
Kreatin — auch deren Begleiter im Harn — vor allem die
Purinbasen — Im Blut nachweisen zu konnen. Bis jetzt hat
sich jedoch Iim normalen Blut keine dieser Basen nachweisen
lassen und ein erneuter Versuch schien darum nicht aussichtslos

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIII. 3
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und zwar umsomehr, als ja schon lange bekannt ist, dal} aus
dem Blut bei gewissen Krankheiten solche Verbindungen, vor
allem Hypoxanthin,x) sich haben isolieren lassen, neben Stoffen,
wie Leucin und Tyrosin,2) die wir als einfachste Eiwell3bau-
steine kennen gelernt haben.

Da nun die friheren Untersuchungen meist nur an ver-
haltnismagig kleinen Blut-bezw. Serummengen ausgeftihrt worden
waren, lag die Vermutung nahe, dall diese unter bestimmten
pathologischen Verhaltnissen in groRRerer Menge im Blut sich
findenden krystallinischen Spaltprodukte vielleicht auch im nor-
malen Blute kreisen, nur in einer so kleinen Menge, dal
sie sich bis jetzt dem Nachweis entzogen. Diese Annahme
schien umsomehr berechtigt, als die Methoden, die zur Auf-
teilung eines aus so gleichartigen Stoffen bestehenden Gemenges
Verwendung fanden, ithren Zweck nur teilweise erflllten.

Die absolute Menge dieses «Reststickstoffs» im Blute kann
ja infolge der raschen Erneuerung des Blutes in allen Organen
naturlich nur eine sehr kleine sein ;3) sollte darum eine erneute
Untersuchung des Blutes auf stickstoffhaltige nicht eiweil3artige
Stoffe vor allem eine definitive Klarung bringen, so war nur
von der Aufarbeitung recht grof3er Blutquantitaten nach geeig-
neten Methoden ein Erfolg zu erhoffen.

Aus diesem Grunde konnte als Untersuchungsmaterial nur
Blut unserer grof3en Haustiere in Betracht kommen; da Pferde-
blut am leichtesten in grolien Mengen sich beschaffen lieR,
wahlte ich dieses flr meine Zwecke.

Aus dem Blut entfernt man durch Schlagen das Fibrin,
lal3t die Blutkdrperchen sich senken und hebt das Uberstehende
Serum ab. War das Serum stark rot gefarbt, so konnte es fur

X} Scherer, Verh. d. med.-phys. Ges. zu Wiurzburg, 1851.
Salkowski, Virchows Archiv, Bd. L, S. 174.
Salomon, Diese Zeitschrift, Bd. Il, S. 65.
2) Neuberg u. Mitarbeiter, Deutschemed. Wochenschr., 1904, S. 14.
Berk klin. Wochenschr., Bd. XLIII, S. 258/60.
v. Bergmann u. Langstein, Hofmeisters Beitr., 1905, S. 27.
3) Siehe auch v. Bergmann und Langstein, Hofmeisters Bei-
trage, 1905.
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meine Zwecke keine Verwendung finden; eine ganz schwache
Rotfarbung glaubte ich jedoch in Kauf nehmen zu mdussen,
denn bel den groRen Blutmengen — es wurde jedesmal alles
Blut des geschlachteten Tieres aufgefangen — ist es so gut
wie unmoglich, die Auflosung geringer Mengen Blutkorperchen
zu verhindern. Nach dem Abheben filtriert man das Serum
und versetzt mit dem 3fachen Volumen Alkohol (von 96°/0),
nachdem zuvor dem Serum etwas Essigsaure — auf je 31
Serum 5 ccm 50°/oige Saure — zugesetzt worden war; der
Essigsaurezusatz tragt, wie die untenstehenden Zahlen zeigen,
sehr wesentlich zur moglichst vollstandigen Fallung der Im
Serum vorhandenen Eiweil3stoffe bel.

Von 2 im dbrigen genau gleich behandelten Serum-
portionen wurde die eine, vor der Fallung mit Alkohol, mit
soviel Essigsaure versetzt, dafl die Reaktion der Losung auf
Lackmus eben nur ganz schwach sauer war; aus dem auf
Alkoholzusatz entstehenden Niederschlag waren die im Alkohol,
Ather und in Wasser l6slichen Substanzen!) durch Waschen
mit den betreffenden LoOsungsmitteln entfernt und der Ruck-
stand bel 105° getrocknet worden.

Aus 40 ccm Serum wurden gefallt:

ohne Essigsaurezusatz 3,125 g,
mit ) 3,641 g Eiwellistoffe.

Die Menge der ohne Essigsaurezusatz gefallten Eiwell3-
stoffe betragt also nur rund 86°/0 des Niederschlags, der bel
Essigsaurezusatz erhalten wird.

Die Menge des Alkohols — 3 Volumina auf 1 Volumen
Serum — war grof3 genug, um die Fallung der Eiweil3korper
so vollstandig zu machen, als bei Anwendung dieses Verfahrens
Uberhaupt moglich war:

40 ccm Serum geben mit 90 ccm Alkohol (96°/0) eine
reichliche Fallung, deren Filtrat selbst auf Zusatz von weiteren
90 ccm Alkohol und 24stindigem Stehen nicht einmal eine
Trubung mehr gab.

Auch Hurthle2) verwendet zur Ausfallung der Eiwell-

*) Hoppe-Seyler-Thierfelder, 7. Aufl., S. 483.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 331.
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Stoffe aus dem Serum das dreifache Volumen Alkohol und Gre-
hantl) gibt an, da3 zur vollstandigen Fallung der Eiweil3stoffe die
doppelte Gewichtsmenge (entsprechend 21h Vol.) Alkohol genige.

Eine quantitative Fallung erreicht man jedoch auf diesem
Wege nicht; bel der Aufarbeitung der «eiweil3freien» LOsungen
wurden namlich stets Stoffe erhalten, welche die gewoéhnlichen
EiweilBreaktionen (Millon-, Biuret-, Xanthoproteinsaure und
Schwefelbleireaktion) mit aller Scharfe gaben.

Die alkoholisch-wasserige Flussigkeit bleibt Gber dem Ei-
weil3niederschlag unter wiederholtem Umschitteln 36—48 Stun-
den in der Kalte2) stehen; dann trennt man durch Kolieren
den Niederschlag von der Flussigkeit, zerreibt den Niederschlag
mit Alkohol (96°/0) zu einem nicht zu dinnen Brel, erwarmt
diesen unter Umrihren auf 30—35° auf dem Wasserbad und
saugt die Flussigkeit noch warm auf der Nutsche ab; auf diesem
Wege gelingt die Entfernung der letzten FlUssigkeitsreste aus
dem Niederschlag sehr leicht und rasch.

Den noch feuchtend) Niederschlag zerreibt man und ex-
trahiert ihn dann mit Alkohol und schlieBlich mit Ather.4)
Diese beiden Auszlge vereinigt man mit der alkoholisch-
wasserigen Hauptflissigkeit.

In einigen Fallen schieden sich aus dem Atherauszug, der
nattrlich stark alkoholhaltig war, feine Krystalle aus; durch Um-
krystallisieren aus Alkohol gelang eine Zerlegung in zwei Frak-

0 Chemiker-Zeitung, 1903, S. 1077. Referat Uber die Sitzung der
Acad. des Sciences vom 12./10. 03.

2) Die Aufarbeitung von Blut geschah nur in den Monaten November
bis Marz, weil gerade Pferdeblut sich auferordentlich leicht und rasch
zersetzt.

3) Die Masse darf beim Zerreiben an den Fingern nicht kleben; ist
dies doch einmal der Fall, so empfiehlt es sich, den Eiwei3niederschlag
nochmals mit Alkohol zu erwarmen und auf der Nutsche wieder moglichst
trocken zu saugen; andernfalls macht das Ausziehen des Niederschlags
mit Alkohol ziemlich groBe Schwierigkeiten und wird unter Umstanden
ganz unmaoglich.

4) Wasserlosliche Substanzen finden sich in dem Eiweil3nieder-
schlag keine mehr; bei sechsmaligem Auskochen von 150 g des trockenen
Niederschlags geht, wovon ich mich durch Verdunsten der LOsungen
Uberzeugte, so gut wie nichts in das Wasser Uber.
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tionen; die im Alkohol leichter I6sliche ist bei gewodhnlicher
Temperatur halbfest; sie stellt zweifelsohne den Cholesterin-
ester einer héheren Fettsdure — wohl Olsdure — dar, doch
gelang es mir nicht, gentigend gro3e Mengen flr eine nahere
Untersuchung zu erhalten.

Die In Alkohol schwerer 10sliche Fraktion ist rein weil}
zu erhalten und schmilzt bei 76/77° (unkorr.); wiederholtes
Umkrystallisieren aus Alkohol hat eine Erhéhung des Schmelz-
punktes nicht zur Folge. Die Krystalle geben in trockenem
Chloroform gelost, mit Essigsaureanhydrid und konzentrierter
Schwefelsaure, die Lieb ermann-Burchardsehe Cholesterin-
probe.

0,1376 g (vak. getrocknet) geben 0,4165 g CO2 und 0,1500 g H20.
Gefunden: G = 82,50°0

H = 12,19°%0
Fur Palmitinsaurecholesterinester?) ist berechnet:
CA3HT4.0. :3) C43HT7602 : 3)
G 82,88 °/o 82,61 °/o
H 11,98 °/o - 12,26 °/o

Die Verbrennung geschah im Bleichromatrohr im lang-
samen Sauerstoffstrom.

Bei den bis jetzt ausgefiuhrten Blutuntersuchungen kam
wohl meist die von Hoppe-Seylerd) empfohlene Methode,
die bei kleineren Flussigkeitsmengen sich als ganz zweckmaRig
erweist, zur Anwendung. Fur meine Zwecke hielt ich es jedoch,
trotz der an jener Stelle sich findenden Warnung flur zweck-
malidiger, die von Eiweil} befreite Flussigkeit im Vakuum ein-
zudampfen und den trockenen Ruckstand der Reihe nach mit
Ather, Alkohol und Wasser auszuziehen.

Die in Hoppe-Seylers Lehrbuch angedeuteten Ubel-
stande habe ich, allerdings nur bei sehr vorsichtigem Arbeiten,
wenigstens was das Trocknen, Pulverisieren und Extrahieren
anlangt, nicht bestatigt gefunden. Ein Teil des Lecithins wird
allerdings zersetzt, doch war dieser Umstand, da es mir zu-

O Berichte, Bd. XVIII, S. 1804.

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 331.

3) Bezlglich der Formeln siehe S. 47.

1) Hoppe-Seyler-Thierfelder, 7. Aufl., S. 483 ff.



38 Eugen Letsche,

nachst auf die N-haltigen Bestandteile, welche neben Lecithin
Im Serum sich finden, ankam. weniger von Bedeutung, als die
Moglichkeit, dall auch andere N-haltige Verbindungen sich zer-
setzen konnten.

Das Eindampfen im Vakuum der aus einer Serumportion
erhaltenen Flussigkeitsmenge — etwa 35 1 bei 7 | Serum —
nahm meist 21.2—3 Tage In Anspruch. Die Temperatur der
verdampfenden Flussigkeit wurde standig kontrolliert.l) Der
beim Eindampfen bleibende Ruckstand wird noch feucht auf
Ton gebracht, in einzelne Sticke zerteilt und Im Vakuum Uber
H2S04 getrocknet. Andern Tags iIst die Masse in der Regel
soweit trocken, dall sie sich zu einem groben Pulver zerreiben
laRt. Nach weiterem 1—2tagigen Stehen Uber H2S04 zerreibt
man maoglichst rasch zu einem staubfeinen Pulver, trocknet
noch ein drittes Mai und fullt das Pulver dann in vollkommen
trockene Glaser, die sofort mit Paraffin verschlossen werden.

Geschah das Eindampfen auch, wie aus der Anmerkung
ZUu ersehen ist, bel sehr niedriger Temperatur, so war der
Maoglichkeit, dald infolge des Eindampfens N-haltige Verbindungen
sich zersetzen konnten, doch Rechnung zu tragen. Es wurde
deshalb eine SerumportioD, bei der die Verhaltnisse weniger
gunstig lagen — die Temperatur war zum Tell wenig Uber
50° gestiegen — als bel der in der Anmerkung erwahnten
Portion, in folgender Weise verarbeitet.

b Die beim Eindampfen einer Portion aus 7 Litern Serum ab-
gelesenen Temperaturen sind folgende

1. Tag 2. Tag 3. Tag
Zeit Temp. Zeit Temp. Zeit Temp.
ipso 930 go° | 999 9% 99 0
e 9o 1000 H 25° = - 25°
940 J‘ 250 Uso 2g° 1200 | 29°
500 29° 130 ; 29° 400 37°
RSO 37° 30 | 35° 650 A43-

| | ]

J

Die Flussigkeit war nach dieser Zeit bis auf geringe Reste ver
dampft.



Beitrdge zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums. 39

Die vom gefallten Eiweill durch Kolieren und Filtrieren
getrennte alkoholisch-wasserige Flussigkeit wird mit dem Al-
kohol, der zum Entfernen der letzten FlUssigkeitsreste aus dem
Eiweil3niederschlag gedient hatte, vereinigt. Von je 1000 ccm
dieser im Vakuum einzuengenden Flussigkeit werden 50 ccm
abgetrennt.

Eingedampft werden 23845 ccm, je 100 ccm dieser Losung
entsprechen 25 ccm Serum. Das Eindampfen, die Entfernung
des Ruckstandes aus dem Kessel und seine weitere Behandlung
(siehe oben) geschah unter mdglichster Vermeidung von Ver-
lusten; die Menge des vakuumtrockenen RUckstandes betrug
72,5 g; die Gesamtstickstoffbestimmung geschah nach Kjel-
dahl,l) die Ammoniakbestimmung nach \Wurster;?) bei der
letzteren Bestimmung betrug die Temperatur des Wasserbades
420; zur Zersetzung der Ammoniumsalze diente frisch bereitete
Kalkmilch; die Resultate der Analysen finden sich in der um-
stehenden Tabelle I.

Vergleicht man die Zahlen flr den Gesamtstickstolf im
eingedampften und nicht eingedampften Teil der LOsung, so
ergibt sich ein ziemlich grolder Stickstoffverlust. Bertcksichtigt
man jedoch, dafl das Verhaltnis von Gesamtstickstoff zu Am-
moniakstickstoff im nicht eingedampften Teil wie 6,5 : 1, Im
eingedampften Teil dagegen wie 68 : 1 ist, mit anderen Worten,
dal ein sehr groller Teil des «Ammoniaks» in das Destillat
Ubergegangen 1st, so stellt sich der Verlust wesentlich niedriger.
Die Menge des organisch gebundenen Stickstoffs betragt im nicht,
eingedampften Teil 0,0308 g, im eingedampften Teil 0,0283 ¢
je auf 100 ccm Serum bezogen.

Der Verlust an organisch gebundenem Stickstoff betragt,
also etwa 8°/o. Diese Zahl stellt aber sicher das Maximum
des Verlustes dar, da ja kleine Verluste an Serumtrocken-
rickstand bei der umstandlichen Verarbeitung des eingedampften

0 Veraschung mit konzentrierter H2S04 unter Zusatz von wenig.
Quecksilber; Erhitzen, bis die Lésung vollkommen farblos ist (Wilfahrt,
Ch.,, Z. 3. F.,, Bd. XVI, S. 17).

2) Modifiziert von Schittenhelm, Kriger und Reich, Diese.
Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 78, S. 173.
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Teils bel aller Vorsicht sich nicht ganz vermeiden lassen und
diese wegen des geringen Ammoniakstickstoffgehaltes im ein-
gedampften Teil vor allem auf das Verhdltnis des Gesamt-
stickstoffs einen EinfluR auslben.

Tabelle 1.
Gesamtstickstoff  Arfimoniakstickstoff
Zur Analyse Gefunden® s N Gefunden g N
angewendet ccm  in 100 ccm ccm  in 100 ccm
n/io N Serum ntoo N  Serum
50 ccm 3.5 0.0392
1. Nicht ein- 50 » 3.0 0.0336
Mittel 0.0364
gedampfter |
100 ccm | 9.8 0.00550
Teil 100 > | 10.3 0.00578
Mittel 0.00564
1.0054 ¢ 17,21 0,0292
2. Ein- 1,9285 » 31.90 0.0281 — —
Mittel 0.0287
gedampfter
3.0473 s | 7.5 0.00042
Teil 2molat - 71 0.00041

Mittel 0,00042

Was fur Verbindungen beim Eindampfen im Vakuum in
die Brlche gehen, habe ich nicht untersucht: eine einwand-
frele Feststellung durfte vor allem der ganz geringen Mengen
der betreffenden stickstoffhaltigen Verbindungen wegen mit
sehr groflen Schwierigkeiten verkntpft, wenn nicht ganz un-
moglich sein.  Man wird wohl mit einiger Wahrscheinlichkeit
annehmen durfen, dall neben anderen Verbindungen ein Teil
des im Serum sich findenden Harnstoffs sich zersetzt. Aller-
dings ist, wie nachstehender Versuch zeigt, die Zersetzlichkeit
des Harnstoffs unter den eingehaltenen Bedingungen eine auller-
ordentlich geringe.

10 g Harnstoff (ehern, rein) werden mit ca. 20 g Na2S04
(ammonsalzfrel) und 5 ccm n/io-H2S04 in 2000 ccm destilliertem,
ebenfalls ammoniakfreiem Wasser gelost; diese Losung wird
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Im Vakuum bei 35—40° bis auf 40 ccm eingeengt; durch Ein-
schalten einer kleinen, mit H2S04 beschickten Kugelrohre
zwischen Saugpumpe und Vorlage war jeder Maoglichkeit des
Entweichens von NH3 vorgebeugt; das Destillat engt man bei
saurer Reaktion (H2S04) ein und destilliert nach dem Zugeben
von reiner Kalilauge etwa vorhandenes NH3 in titrierte H2S04 ab.
Vorgelegt waren 30,45 ccm n/io-H2S04
Zurucktitrert wurden 29,60 ccm n/io-H2S04.

Also sind nur 0,85 ccm nlio-H2S04 an NH3 gebunden;
diese 0,85 ccm n/io-H2S04 entsprechen 0,0024 g Harnstoff; somit
haben sich hochstens 2,4 Teile Harnstoff auf 10000 Teile In
der L6sung vorhandenen Harnstoff zersetzt. Dall die Menge
des Ammoniakstickstoffs Im eingedampften Teil kleiner sein
werde, als Im nicht eingedampften, war unter der \oraus-
setzung, dal NH4-Salze im Blut vorhanden sind, nach physi-
kalisch-chemischen Gesetzen vorauszusehen; ob aber die ganze
Menge oder auch nur ein Teil des beim Destillieren mit Kalk-
milch im Vakuum erhaltenen Ammoniaks schon als solches Im
Serum enthalten ist, bleibt unentschieden, denn Verbindungen
wie Carbaminsaure geben unter diesen Bedingungen ihren Stick-
stoff als Ammoniak ebenfalls vollstandig ab. Vergleicht man
die in Tabelle | fir den Ammoniakgehalt des Pferdeserums
gegebenen Zahlen — 0,0056 g N = 0,0068 g NH3 in 100 ccm
Serum — mit den Zahlen, die Nencki, Pawlow und Zaleskil)
gegeben haben, 2,2 mg NH3 in 100 ccm Serum, so ist die Be-
rechtigung der Bedenken, welche diese Forscher gegen die
Verwendung von Kalkmilch zur Ammoniakbestimmung erhoben
haben, ohne weiteres zuzugeben. Aus diesem Vergleich lait
sich aber weiter der sichere Schlul} ziehen, daR ein grofRer
Tell des als «k/Ammoniak» bestimmten Stickstoffs nicht als solches
Im Blut sich findet, sondern erst sekundar durch die Wirkung
der Kalkmilch aus organischen Stoffen gebildet wurde. Eine
Andeutung, was fur Stoffe dies sein konnten, geben diese Au-
toren vielleicht mit der Feststellung,2) dafl «auch Eiweilstoffe

¥ Archiv fur experim. Path. U. Pharm., Bd. XXXVII, S. 26.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIU, S. 193.
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In alkalischer Ldsung bei Bruttemperatur unter Sauerstoff-
aufnahme NH3 abspalten.

Was schlie3lich die Anwesenheit von Carbaminsaure bezw.
Ammoniumcarbaminat, dessen Vorkommen im Blut Drechsell)
zuerst nachgewiesen hat, anlangt, so halt Nolf2) eine speziell
physiologische Herkunft dieses Salzes nicht flr erwiesen. Er
glaubt auf Grund seiner Versuche das VVorkommen dieser Ver-
bindung Im Blut durch die allgemeinen Gesetze der Gleich-
gewichtszustande erklaren zu mdussen, eine Annahme, die In
einer neueren Arbeit von Mac Leod und Haskins3) eine
weitere Stltze findet.

Die wie Seite 37 ff. beschrieben hergestellten Serum-
trockenrickstande sind aulierst hygroskopisch; bel nur kurzem
Liegen an der Luft ziehen sie soviel Feuchtigkeit an, dal ein
Weiterverarbeiten ohne vorheriges wiederholtes Trocknen un-
maoglich wird. Man muf} deshalb beim Einfillen des trockenen
Pulvers In die Soxhletapparate so rasch wie moglich verfahren
und die eingefillte Masse sofort mit dem Extraktionsmittel
Ubergielen.

Im Soxhletapparat behandelt man die trockenen Massen
der Beihe nach mit

1. Petrolather, zwischen 45 und 75° siedend,

1 a. Ather,

2. Alkohol (99°/0). Das Ausziehen mit

3. Wasser (bezw. Salzsaure) geschieht in der Kalte.

Das Extrahieren wurde jeweils solange fortgesetzt, bis
die Extraktionsmittel vollstandig farblos abliefen; durch Stich-
proben Uberzeugte ich mich bel einzelnen Verarbeitungen, daf3
die Extraktionsmittel dann so gut wie nichts mehr enthielten.

A. Auszug mit Petrolather.

In aliquoten Teilen der klaren, eventuell filtrierten Petrol-
atherausziige wurden dann der Gesamtstickstoff und der Ge-

) J. f. prakt. Chemie, Bd. XII, S. 417; Sachs. Akad. d. Wissensch.,
1875, S. 172.

s) Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 505.

3) Journ. of Biol. Chem., Bd. I, S. 3109.
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samtphosphorgehalt festgestellt; die Stickstoffbestimmung ge-
schah nach Kjeldahl, zur Phosphorbestimmung diente das
Verfahren von Neumann,l) jedoch mit der Abanderung, dal
der gelbe Niederschlag von phosphormolybdansaurem Ammonium
In NH3 gelost, die Phosphorsaure durch Magnesiamischung aus-
gefallt und gewichtsanalytisch als Mg2P207 bestimmt wurde;
die hierbei erhaltenen Zahlen finden sich in Tabelle Il Gber-
sichtlich zusammengestellt.

Wahrend die absoluten Mengen von Stickstoff und Phos-
phor (in 1000 ccm Serum) iIn weiten Grenzen schwanken, ist
das Verhaltnis der Atomzahlen von P : N ein auffallend kon-
stantes. Eine Ausnahme machen nur die Portionen 112 und
13/14; wahrend flr die verhaltnismaflig geringe Abweichung
bei den beiden letzteren Portionen ein Grund sich nicht an-
geben laflt, ist er bei der Portion 1/2 darin zu suchen, daf
die atherloslichen Bestandteile in diesem Falle schon nach nur
teilweisem Einengen der Wasser-Alkoholmutterlauge des Eiwell3-
niederschlags durch Ausschitteln mit Ather wenigstens teilweise
entfernt worden waren.

Dieses konstante Verhaltnis von P : N ist wohl kaum
zuféllig; die Vermutung liegt nahe, dal} Stickstoff und Phosphor
einem groReren Komplex angehoOren, der vielleicht in ndheren
Beziehungen zu Drechsels «Jecorin»?2) steht.3)

Der beim Abdestillieren des Petrolathers bleibende Ruck-
stand ist gelatineartig und flhlt sich fettig an; er enthalt ziemlich
viel Stickstoff, der beim Kochen mit Laugen nur teilweise und
sehr schwer als NH3 abgespalten wird.

Die Asche des Petrolatherauszugs reagiert stark alkalisch;
sie enthalt von Metallen Na und allerdings kaum nachweisbare
Spuren von Cu;4) von Sauren finden sich nur H2S04 und H3PO4

Nach mannigfach variierten Versuchen erwies sich zur

b Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 129.

2) Journ. f. pr. Ch,, Bd. «XXXIIl, S. 425; Zeitschrift flr Biologie,
Bd. XXXIII, S. 86.

3) Versuche, eine derartige Verbindung zu isolieren, s. S. 59 ff.

4) Aus dem Vakuumkessel, dessen Verzinnung an einzelnen Stellen
schadhaft geworden war, stammend.
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Aufarbeitung des Petrolatherauszugs folgendes Verfahren als
das zweckmaliigste.l)

Man verseift den beim Abdestillieren des Petrolathers
bleibenden Rickstand mit Natriumalkoholat in der Kélte, nach
dem Verfahren von Kossel und Obermuller.2)3 Dre*ztir Ver-
seifung notige Menge Natrium wird durch einen kleinen Vor-
versuch festgestellt, indem man einen aliquoten Teil mit titrierter
Natriumalkoholatlésung in der Warme verseift, nach der Ver-
seifung die festen Fettsduren mittels BaCl2 abscheidet und die
Uberschissige Lauge dann zurucktitriert.8) Zur Verseifung des
Hauptteils verwendet man zweckmaBig stets etwas mehr (5—10%)
Natrium, als nach dem Vorversuch sich als notwendig erweist.
Die Natriumalkoholatlosung (4—5%ig) wird erst nach voll-
standigem Erkalten zu dem eventuell in wenig Ather gelGsten
Petrolatherrtickstand gegeben; dann lalit man das Gemenge
unter haufigem Umschitteln mindestens 36 Stunden stehen.

In dieser Zeit werden auch die Cholesterinester der Fett-
sauren verseift, wie ja Kossel und Obermuller — allerdings
ohne Belege daflir zu erbringen — schon angegeben haben.

Reiner, nach den Angaben von Hurthle (Diese Zeit-
schrift, Bd. XXI, S. 331) synthetisch hergestellter Palmitinsaure-
cholesterinester wird in der eben nétigen Menge Ather gelOst
und diese Losung mit 10 ccm einer 5%igen Natriumathylat-
losung gegen 48 Stunden stehen gelassen. Nach dieser Zeit
wird die Masse mit viel Ather versetzt, der Seifenniederschlag
abgesaugt und wiederholt mit Ather gewaschen; der Ather wird
abdestilliert; der hierbel bleibende Ruckstand bel 105°getrocknet
und wieder mit Ather ausgezogen. Das gleiche Verfahren wieder-
holt man noch einmal und bringt den Ather in eine tarierte
Schale; der beim Verdunsten des Athers bleibende Ruckstand
wird bel 105° getrocknet.

*) EIn zweites Verfahren siehe S. 59 ff.

2) Diese Zeitschrift, Bd. XIV, S. 599; Bd. XV, S. 321.

3) Das Verfahren ist ja nicht ganz einwandfrel, denn hatte sich
etwas Na2C03 gebildet — Vorkehrungen, um die Aufnahme von CO02 zu
verhindern, waren nicht getroffen worden —, so mufte die verbrauchte

Natriummenge groRer sein, als die eben nur zur Verseifung erforderliche
Quantitat.



46 Eugen Letsche,

1,050 g Ester geben in der beschriebenen Weise behandelt
0,585 g Cholesterin == 90°/o der Theorie, der Rickstand ist
schneewell}; eine Probe schmilzt scharf bei 144,5/145,5°.

Zweifel an der Brauchbarkeit der Methode schienen mir
berechtigt, well ich in 2 Fallen die Beobachtung gemacht hatte,
dall aus einem Sirup, aus dem auf gewohnlichem Wege Chol-
esterin nicht mehr zu erhalten war, nach wiederholtem Kochen
mit Natriumathylatlosung, Cholesterin erhalten wurde. Dabeli
hatten die Proben zum Verseifen das erstemal schon 48 Stunden
mit einer zur vollstandigen Verseifung mehr als hinreichenden
Menge Natriumathylat gestanden.

Hat das Verseifungsgemenge (des Petrolatherauszugs)
36—48 Stunden gestanden, so Ubergiet man die meist gela-
tindse Masse mit Ather, bis ein weiterer Zusatz in der Uber
dem Niederschlag stehenden Flussigkeit nach wiederholtem Um-
schitteln die Bildung einer Tribung nicht mehr zur Folge hat,
und trennt dann die festen Anteile durch Zentrifugieren von
der Flissigkeit. Diese alkoholhaltige Atherlésung wéscht man
Im Scheidetrichter wiederholt mif Wasser, mit der gewaschenen
Atherlosung vereinigt man den Atherauszug aus den festen An-
teilen, den man am besten durch wiederholtes Aufkochen der
festen Anteile mit Ather herstellt: auch dieser Atherauszug muR
mit Wasser gewaschen werden, damit alle wasserloslichen Be-
standteile aus der Atherldsung entfernt werden.

Die atherlosliehen Bestandtelle des verseiften Petrol-
atherauszugs.

Die Atherlésungen werden Uber geglilhtem Na2S04 ge-
trocknet. Hat man zur Verseifung gentgend lange stehen
lassen und die Auszlge sorgfaltig mit Wasser gewaschen, so
sind diese Atherldsungen vollkommen frei von stickstoffhaltigen
Bestandteilen.

Man destilliert die Hauptmenge des Athers ab und 4Rt
den Rest an der Luft freiwillig verdunsten: dabei scheidet sich
Cholesterin ab, das nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol
leicht an seinen Schmelzpunkt (144/45°) und den ja recht
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charakteristischen Farbreaktionen zu erkennen war. Die Analyse
ergab folgende Zahlen:
l. 0,1°56 g (bei 105° getrocknet) geben 0,4453 g CO? und 0,1525 g H20

. 0,1172 » ( » 105° » ) » 00,3605 > » y 0,1262 » >
Gefunden Berechnet :
. 1. cl/hdbo c,,h440
°l0 C = 8341 83,89 83,86 84,30
°0 H = 11,71 12,04 12,00 11,53

Die Resultate der Elementaranalyse sprechen fir die von
Diels und Abderhalden und neuerdings auch von Windaus
angenommene H-reichere Formel C27H460; auch die fir den
Palmitinsaureester (s. S. 37) erhaltenen Zahlen stimmen eher
auf ein Derivat der Formel C2/H460, als auf ein solches der
Formel C2/H440.Q Die Verbrennung geschah mit Bleichromat
Im Sauerstoffstrom ; alle Verbrennungen mit CuO ergaben wesent-
lich niedrige C-Werte und sehr stark voneinander abweichende
H-Werte.?)

Das beim Verdunsten des Athers zuriickbleibende Chol-
esterin ist stets durch beigemengte fremde Stoffe gelb geféarbt.
Die Beimengungen lassen sich sehr leicht durch kalten Alkohol
entfernen. LA&Bt man den Alkohol verdunsten, so hinterbleibt
ein gelbbrauner gelatineartiger Rickstand mit eigentimlichem
undefinierbarem, aromatischem Geruch. Die Quantitat aus allen

U Bei dieser Gelegenheit mag auch erwédhnt werden, daB die
Analysen der von Obermuller (Diese Zeitschrift, Bd. XY, S. 371) dar-
gestellten Derivate des Cholesterins durchweg recht gut auf die H-reichere
Formel stimmen. Es darfte somit wohl endgultig die Formel C2TH460
als die richtige anzusehen sein.

2) Vielleicht ist mit Rucksicht auf die Angaben verschiedener Autoren
(Diels-Abderhalden, Ber., Bd. XXXVI, S. 3178; W.indaus, Ber,,
Bd. XXXVI, S. 3752), dalR bei der Verbrennung von Cholesterin sehr
leicht fllchtige, schwer verbrennliche Kohlenwasserstoffe entstehen, die
Beobachtung von Interesse, dall bei gleicher Verbrennungsgeschwindig-
keit, wie man sie mit dem Preglsehen Ofen (Ber., Bd. XXXVIII, S. 1434)
erreicht, stets die gleichen zu niedrigen C- und H-Werte erhalten werden.
Dieselbe Substanz, wie sie zu den obigen Analysen verwendet wurde,
gab bel der Verbrennung im Preglsehen Ofen

fur C: 82,19°0, 82,11 °/o, 82,38°/0, 82,89°/0
» H: 11,62°/0, 11,64°0, U,50°/0, 11,47°/0.
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Serumportioneil von Tabelle Il zusammen ist aul3erordentlich
gering, trotzdem erschien eine nahere Untersuchung des P-Ge-
haltes wegen nicht unangebracht.

Man schittelt die gelatinGse Masse mit Wasser auf und
setzt dieser Aufschwemmung einen Uberschu von Barytwasser
zu. dabel entsteht eine ganz schwache Fallung, die zur Haupt-
sache aus Baryumphosphat besteht — eine geringflgige Bel-
mengung einer cholesterinartigen Substanz lafit sich leicht mittels
Ather abtrennen. Das Filtrat des durch Barytwasser gebildeten
Niederschlags schiittelt man mit Ather aus. Man befreit dann
die wasserige LoOsung durch CO2 von uberschissigem Baryt,
dampft das Filtrat vom BaCO03 zur Trockene ein und kocht den
Ruckstand mit 96°/oigem Alkohol aus, wobel geringe Spuren
einer organischen Substanz in Losung gehen. Den in Alkohol
unldslichen Ruckstand 16st man in wenig Wasser; diese Ldsung
gibt auf Zusatz von viel xLlkohol eine weiRe krimelige Fallung,
die sich als glycerinphosphorsaurer Baryt erweist. Die Menge
reichte zu einer quantitativen Untersuchung nicht mehr aus, ich
mufite mich mit einer qualitativen Feststellung begniigen. Ba
und H3PO4 lassen sich nach dein Kochen mit HCI sehr leicht
In bekannter Weise nachweisen; der Bewelis fir die Gegenwart
von Glvcerin wurde In einer trockenen Probe durch die Akrolein-
reaktion (mit wasserfreier Borsaure) erbracht.

Das alkoholisch wasserige Filtrat des glycerinphosphor-
sauren Baryts enthielt nur noch Spuren organischen (stickstoff-
freien) Materials.

Die Atherlosungl) 1aRt man an der Luft verdunsten; der
Ruckstand fuhlt sich fettig an; er ist halb fest und krystallisiert
nicht; da der Verdacht nahe lag, es kdnnten hier doch noch
miverseifte Cholesterinester oder Fette vorliegen, wurde der
ganze Ruckstand mit einem groRen UberschuR alkoholischer
Kalilauge 8 Stunden am RuckfluBkihler gekocht.2) Die alka-
lische LoOsung versetzt man mit BaCl2. dabel entsteht eine
geringfiigige Fallung, die auf Zusatz von Ather bis auf einen

9 Siehe oben.
) Eine zweite Kleinere Probe wurde mit demselben negativen Er-
folg 16 Stunden mit alkoholischer Kalilauge unter Druck auf 100° erhitzt.



Beitrage zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums. 49

kleinen, aus Baryumphospbat bestehenden Rest sich spielend
wieder l0st; die alkalische wasserige LoOsung enthalt neben
BaCl,, KCI und KOH nur eine geringe Menge organischer Sub-
stanz, darunter aber weder fettsaure Salze noch Glycerin. Die
Atherl6sung, die durch wiederholtes Ausschitteln der mit Chlor-
baryum versetzten Verseifungsflissigkeit erhalten wurde, wird
. Uber Na2S04 getrocknet. UbergieBt man den beim Verdunsten
dieser LoOsung bleibenden Riuckstand mit wenig Alkohol, so
bleibt ein cholesterinartiger Korper ungelost (s. S. 50).

Die alkoholische Ldsung hinterlat beim Verdunsten einen
zahen braungelben Ruckstand, den man im Wasserdampfstrom
am absteigenden Kiuhler solange kocht, bis keine riechenden
Anteile mehr In das Destillat Gbergehen.

a) Man schittelt das Destillat mit Ather aus, trocknet
die Atherlosung und 1aRt den Ather langsam verdunsten. Als
Rlckstand bleibt hierbel eine geringe Menge eines gelblichen
Ols, in dem einzelne Krystalle sich finden; diese letzteren sind
In Alkohol ziemlich schwer 10slich und lassen sich darum von
dem Ol, das sich in Alkohol spielend l6st, leicht abtrennen.
Sie sind gelblichwells und absolut geruchlos; saure oder basische
Eigenschaften fehlen vollstandig : weder konzentrierte Salzsaure
noch Soda wirken — letztere selbst in der Hitze nicht — In
erkennbarer Weise auf die Krystalle ein. Sie schmelzen scharf
bei 120'21°.

Das neben den Krystallen sich findende 01 krystallisiert
auch bei starker Kalte nicht; an ihm haftet der eingangs (S. 47)
erwahnte aromatische Geruch. Beide Substanzen wurden trotz
der groBen Mengen Serum nur in kaum wagbaren Quantitaten

erhalten. )
b) Der Ruckstand im Destillierkolben wird mit Ather

ausgeschuttelt: die wasserige Losung Ist frel von organischen
Bestandteilen. Die Atherlsung trocknet man tGber Na2S04 und
|ast den Ather dann verdunsten. UbergieRt man den hierbei
bleibenden Rickstand mit Alkohol, so bleibt wiederum eine
geringe Menge einer cholesterinartigen Verbindung ungelost
(s. S. 50). Die alkoholische Losung hinterla3t beim Verdunsten
ein auch bei langerem Stehen nicht fest werdendes Ol, in welchem
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. LUIL. 4
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u. a. Phosphor — jedenfalls in organischer Bindung und nicht
als H3PO4 — enthalten ist, denn auch bei sehr langdauernder
Einwirkung von verdinnter H2S04 (14 standiges Kochen) wird
nicht die geringste Spur H3PO4 abgespalten, was doch sicher
der Fall sein muRte, wenn eine der Glycerinphosphorsaure
analog gebaute Verbindung vorliegen wirde. Verbrennt man
eine Kkleine Probe des 01s auf dem Platinblech, so wird ein
an verbrennendes Fett erinnernder Geruch bemerkbar.

Die im vorhergehenden erwahnten cholesterinartigen Stoffe
wurden als solche mit Hilfe der Liebermann-Burchardschen
Probe erkannt. Sie sind schwach gelblich gefarbt und ver-
lieren diese Farbung auch bei wiederholtem Umkrystallisieren
aus Alkohol nicht. Nach dem Trocknen schmelzen sie nicht
ganz scharf bei 131°. Eine deutlich ausgepragte Krystallform
Ist auch unter dem Mikroskop nicht zu erkennen. Dieser Um-
stand und der unscharfe Schmelzpunkt sprechen dafur, dal ein
Gemenge, nicht eine einheitliche Substanz vorliegt. Ob Chol-
esterin oder Isocholesterin gemengt mit einer fremden Substanz
— oder ob vielleicht ein Gemenge der beiden ersteren (Isochol-
esterin schmilzt bei 138°) vorliegt, konnte ich nicht entscheiden,
da die mir zur Verfiigung stehende Quantitat gar zu gering war.

Atherunlosliche Bestandteile des verseiften
Petrolatherauszugs.

Die beim Zentrifugieren sich absetzenden festen Sub-
stanzen schattelt man nach der Entfernung der atherloslichen
Bestandteile wiederholtt mit kaltem Wasser, wobei alle stick-
stoffhaltigen Stoffe In Losung gehen;x) mit dieser Ldsung ver-

*) Ungelost bleiben saure fettsaure Natriumsalze und eine kleine
Menge (0,59 aus 100 1 Serum) einer neutralen Substanz von F. P. 32,5°,
die erst fur ein Fett angesehen wurde, da sie In unreinem Zustande
etwas Glycerin und Olsdure beigemengt enthielt. Schmelzpunkt und
Eigenschaften deuten jedoch auf Stearinsaureathylester; nach dem Ver-
seifen mit Natronlauge 1at sich aus dem Natriumsalz eine Saure isolieren,
die direkt den F. P. 68° zeigte und nach dem Umkrystallisieren bei 69°
schmolz; das Natriumsalz, bei 105° getrocknet, gab folgende Zahlen:



Beitrage zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums. 51

einigt man die beim Waschen der Atherldsungen (siehe S. 46)
erhaltenen Ausschittelungen.

Die wasserige Losung wird mit verdlinnter Salzsaure an-
gesduert und dann wiederholt mit Ather ausgeschuftelt.

1. Atherausschuttelung.

Beim Verdunsten der Atherlésung bleibt ein brauner,
wachsahnlicher Rickstand, der neben geringen Mengen stick-
stoffhaltiger Verbindungen zur Hauptsache hoOhere Fettsauren
enthalt.

Aus diesem Ruckstand verjagt man im Dampfstrom die
flichtigen sauren Bestandteile. Das Destillat enthalt dem Geruch
nach zu schlieen fliichtige Fettsauren; ich suchte einmal durch
Ausschitteln des Destillates mit Ather, ein andermal durch
Sattigen der wasserigen Losung mit Chlorcalcium fllchtige Fett-
sauren zu isolieren — in beiden Fallen jedoch mit negativem
Ergebnis.

Der Inhalt des Destillierkolbens wird mit Ather ausge-
schuttelt; die wasserige Flussigkeit enthalt dann keine organischen
Bestandteile mehr; die Atherlésung wird getrocknet und der
Ather abdestilliert; UbergieRt man den Rickstand mit wenig
Alkohol, so genht der groRRere Teil in Losung, ein kleiner Tell
bleibt ungelost.

a) Der in kaltem Alkohol unldsliche Tell ist indifferent
gegen warme Soda oder Natronlauge und gegen konzentrierte
Salzsdure. Er ist N-haltig und I6st sich sehr leicht in Ather,
Benzol und Chloroform und ist auf3er im Alkohol unl6slich auch
In Aceton; man l6st in heilem Benzol, versetzt diese Ldsung
mit soviel Aceton, als ohne Bildung einer bleibenden Trtbung
moglich ist, und lalit langsam abkthlen; dabei fallt eine gelb-
braune stickstoffhaltige Substanz aus; die Mutterlauge ist stick-
stofffrei, enthalt aber — abgesehen vom L&sungsmittel — noch

0,1587 g geben 0,0362 g Na2S04.
Flr Cl18H3502Na berechnet: 7,52°/0 Na; gefunden: 7,40°/0 Na.

Die Bildung dieses Esters beim Verseifen von Fetten mit Natrium-
alkoholatlosung haben auch Kos sei und Kruger (Diese Zeitschrift, Bd. XV,
S. 321) schon beobachtet.

4*
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geringe Quantitaten organischen Materials, das nicht weiter
untersucht werden konnte.

Der stickstoffhaltige Niederschlag enthalt noch anorganische
Bestandteile, die weder durch Auskochen mit Wasser noch
durch wiederholtes Umfallen der Substanz — aus Ather durch
Alkohol, aus Benzol durch Aceton — sich entfernen liel3en.
Man |0st;die wie eben angedeutet wiederholt umgefallte Sub-
stanz in Ather, 1aRt den Ather verdunsten, und erhalt als Rick-
stand eine gelblichweil3e gelatin0se Masse, die beim Trocknen
glasartig sprode wird. Aus allen in Arbeit genommenen Serum-
portionen waren nur 0,13 g «reines» Material zu erhalten. Die
Analyse gab folgende Zahlen:

0,0826 g (vakuumtrocken) geben 2,1 ccm N bei 20,5°, 7-42 mm (H20)

0,0562 » ( » ) > 0,1294 g C02; 0,0611 g H20; 0,0082 g Asche.
Gefunden: 62,79° C
12,16 > H
2,82000 N

14,59 °/o Asche.

Die Asche ist carbonatfrei; eine weitere gquantitative Be-
stimmung war unmoglich; die qualitative Prifung der Asche
ergab das Vorhandensein von Ca; Schwefel und Phosphor
lielen sich auch In der urspringlichen Substanz nicht nach-
weisen.

b) Die alkoholische LOsung neutralisiert man in der
Kalte mit Na2CO03, entfernt die gebildete Kohlensdure durch
wiederholtes Evakuieren und Durchleiten von Luft durch die
Losung und fallt die neutrale Losung schliel3lich mit Bleiacetat ;
die beiden ersten Fraktionenl) sind kramelig, welly und stick-
stofffrel, die drel Ubrigen Fraktionen sind stickstoffhaltig, von
harziger Beschaffenheit und brauner Farbe.

Man schwemmt die drei stickstoffhaltigen Fraktionen zu-
sammen in Alkohol auf, entfernt das Blei durch Schwefel-
wasserstoff, aus dem Filtrat vom PbS den dberschussigen
Schwefelwasserstoff durch Luft und gibt zu der LOsung der
Sauren Natriumathylatlosung bis zur neutralen Reaktion; aus

*) Sie enthalten neben PbCO03 die Pb-Salze von Palmitin- und
Stearinsaure.
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dieser Losung erhalt man auf Zusatz von alkoholischer CuCl2-
L6sung die Cu-Salze der stickstoffhaltigen Bestandteile als griinen
Niederschlag, wahrend beim Verdunsten der Mutterlauge neben
CuCl? ein stickstofffreies, Oliges Kupfersalz zurlckbleibt, das
sich bel der naheren Prifung als Olsaures Kupfer erweist.

Aus der Aufschwemmung der Kupfersalze in Alkohol ent-
fernt man das Cu durch Schwefelwasserstoff, engt das Filtrat
vom CuS auf ein kleines Volumen ein, filtriert von einer ge-
ringen Quantitat einer stickstofffreien Ausscheidung ab und ver-
setzt das Filtrat mit Bleiacetat im UberschuB. Niederschlag
und Loésung schittelt man mit Ather aus, trocknet die Ather-
l6sung und laRt den Ather dann verdunsten. Den Buckstand
Ubergiet man mit Alkohol, wodurch die stickstoffhaltigen Blei-
salze In Losung gehen, wahrend ein kleiner stickstofffreier Rest,
der nicht weiter gepruft werden konnte, ungeldst bleibt.

Die Analyse des beim Verdunsten des Alkohols nach voll-
standigem Trocknen im Vakuum als sprode braune Masse zurlick-
bleibenden Bleisalzes gab folgende Zahlen:

0,1376 ggeben 0,2650 g CO2 und 0,0800 g H20

0,597 » » 1,95 ccm N bei 18° und 736 mm
0,2236 » » 0,0765 g PbSO04.
Gefunden: 52,52°/0 C
6,500/0 H
1,35°0 N
23,48°0 Pb.

Fur eine Verbindung von der Zusammensetzung C39H5/NOIPb ist
berechnet .

G = 52,50°0
H = 6,40°0
N = 1,59°0
Pb = 23,2°0

Das Pb-Salz schmilzt schon bei 70°; aus dem Bleisalz
entfernt man das Pb durch H2S, kocht das Filtrat vom PbS
nach Zugabe von Wasser zur Entfernung von Uberschussigem
Schwefelwasserstoff und schittelt das Filtrat schlieBlich mit
Ather aus. Beim Verdunsten der Uber Na2S04 getrockneten
Losung erhalt man die freie Saure als einen braungelben, auch
In der Kalte nicht festwerdenden Sirup.
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Uber den chemischen Charakter der dem Pb-Salze zugrunde
liegenden Saure liel sich nur wenig Naheres feststellen; dal
es sich um eine ungesattigte Saure handelt, geht ja schon aus
dem Resultat der Analyse hervor und dieses Resultat wird ge-
stitzt durch die Tatsache, daR die Lésung der Saure in Ather
reichlich Rrom addiert.

Dald In dieser Saure eine Verbindung besonderer Art, dald
nicht etwa ein Gemenge der bekannten hoheren Fettsauren mit
einer stickstoffhaltigen Beimengung vorliegt, ergibt sich aus
folgenden Uberlegungen.

Zunachst ist festzustellen, dal} keine der Mutterlaugen der
verschiedenen Fallungen stickstoffhaltige Bestandteile enthalt,
was doch sicher der Fall sein mifite, wenn der Stickstoff nur
Bestandtelil einer zuféalligen Verunreinigung ware; weiter ist die
Gegenwart von Gliedern der Palmitinsaurereihe ausgeschlossen,
da die freie Saure nicht fest wird und das Bleisalz in Ather
spielend sich 10st.

Olsaure, die in dem urspringlichen Gemenge sicher ent-
halten war, wurde bei der Uberfiihrung der Natriumsalze in
die Cu-Salze abgetrennt.

2. Saure wasserige Flussigkeit.

Die von atherldslichen Bestandteilen befreite saure LOsung
wird mit Na2C03 annahernd neutralisiert und bel schwach
saurer Reaktion auf dem Wasserbad (bei ca. 50°) eingeengt,
bis sich an der Oberflache der Flussigkeit eine Krystallhaut
bildet. FUgt man der eingeengten LOsung Alkohol zu, so er-
reicht man eine beinahe quantitative Abscheidung des Koch-
salzes. Dem Kochsalz ist stets eine ganz geringe Menge einer
braunen, wasserunloslichen Substanz mit sauren Eigenschaften
beigemengt; sie 10st sich in verdunnter Sodal6sung bis auf
einen kleinen Rest. Man sduert die braune, alkalische LOsung
mit HNO3 an, l6st eine hierbel entstehende schwache Tribung
In wenig NH3, kocht den Ammoniakiberschu weg und fallt
die neutrale Ldsung mit Silbernitrat. Das graubraune Silber-
salz wird nochmals in wenig Ammoniak gel6st und durch vor-
sichtigen Zusatz von verdunnter Salpetersaure wieder gefallit.
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Aus der Mutterlauge des Silbersalzes erhadlt man nach Ent-
fernung des Silbers durch Schwefelwasserstoff eine geringe Menge
eines braunen Bleisalzes. Das Filtrat dieser Bleifallung ist frei
von organischen Substanzen.

Aus allen Serumportionen zusammen wurden nur 0,447 ¢
des Silbersalzes erhalten. Zur Analyse wird im Vakuum Uber
H2S04 getrocknet.

0,1368 g geben 0,0533 g CO2 und 0,0208 g H20

0,1257 > » 0,0785 » Ag
0,1742 » » 3,95 ccm N bei 7,5° und 7,35 mm.
Gefunden: G = 10,62°/
H = 1,70%
N = 2,64°0
Ag = 62,45°/0

Ob In diesem Ag-Salz eine einheitliche Verbindung vor-
liegt, erscheint sehr fraglich; die Formel, die sich aus obigen
Zahlen berechnen lalit, weist denn auch eine zu unwahrschein-
liche Zusammensetzung (C19H36N4O30Agl2) auf. Der Stickstoff
gehort bestimmt dem organischen Komplex als solchem an und
Ist nicht etwa In Form eines salpetersauren Salzes in dem
analysierten Gemenge vorhanden.

Die annahernd kochsalzfreie alkoholisch-wasserige Ldsung
wird mitH2PtCI6 versetzt; dabei entsteht eine feine krystallinische
Fallung, deren Mutterlauge bei weiterem Einengen im Vakuum
bei gewohnlicher Temperaturl) eine zweite mit der ersten In
allen ihren Eigenschaften Ubereinstimmende KryStallfraktion er-
gibt. Die beiden Fallungen krystallisiert man erst aus Wasser
und dann aus verdinntem Alkohol um. Aus Wasser erhalt
man die Platindoppelverbindung in gelbroten 6 seitigen Tafeln,
die auf Cholinplatinchlorid schliel}en lassen. Diese Vermutung
wird durch die Analyse bestatigt; die vakuumtrockene Doppel-
verbindung verliert bei 1050 nichts von ihrem Gewicht; Dbeli
langsamem Erhitzen tritt bei 220° Verfarbung, bel 222—23°
Zersetzung ein; bei raschem Erhitzen schmilzt die Doppelver-
bindung bei 227—229°.2)

) In der Warme wird ein Teil der H2PtCIl6 durch den Alkohol re-
duziert.
2) Nach Gulewitsch (Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 513) ist der
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l. 0,3369 g‘) geben 0,2355 g C02, 0,1331 g H20; 0,0990 g Pt?

1. 0,3219 » * 02264 » » @ 0,1302 » > ; 0,1020 > >
I11. 0,1673 » 0,0529 » »
V. 0.0451 » 0,0141 > »
C H Pt
Gefunden: 1. 19,12 /o 4,43 °lo 29,48 °/02)
1l. 19.18% 4,63 °/0 31,68 °/o
1.  — — . 31,62 °/o
V. — - 31,20 °/o
» (C5HI4NOCD2PtCIl4 berechnet: 19,480 4,58°/o 31,64 °/03)

Aus der Mutterlauge der 2. Fraktion war auch bel vor-
sichtigem Einengen etwas Krystallisiertes direkt nicht mehr zu
erhalten. Man entfernt das Pt mittels H2S, filtriert vom PtS2
ab und engt die H2S-freie Mutterlauge ein. Auf Zusatz von
Sublimatlosung zu dieser Mutterlauge erhalt man, wenn die
LOosung gentigend konzentriert ist, sofort eine krystallinische
Fallung, die nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol
vollkommen rein ist; die Mutterlauge dieser Sublimatfallung ist
— wenn auch die letzten Reste der Doppelverbindung ausge-
fallt sind — vollstandig frei von organischen Bestandteilen.

Die HgCl2-Doppelverbindung wird aus Alkohol-Wasser in
wirfelformigen Krystallchen erhalten; die Krystalle 10sen sich
In kaltem Wasser schwer, in heifem etwas leichter; in Alkohol
sind sie leichter 18slich als in Wasser; in Ather sind sie un-
|6slich.  Sie schmelzen bel 243°.

Zur Analyse wird bei 105° getrocknet.
0,5389 g geben 0,4258 g HgQS
Gefunden: 68,18°0 Hg
Flr C5HI4NOC1 « 6 HgCI2 4) ist berechnet: 67,99°0 »

Das Filtrat vom HgS gibt beim Verdunsten im Vakuum
als Ruckstand an der Luft zerfheR3liche Nadeln (oder Prismen);

Zersetzungspunkt der Cholinplatinchloriddoppelverbindung fir diese nicht
charakteristisch; die verschiedenen in der Literatur sich findenden An-
gaben sind 225°, 233—34°, 240—41°, 213—16°, 209—211°. Nach Beil-
stein, Bd. I, S. 1171, ist der Zersetzungspunkt 232—41°.

*) Das zu den Analysen verwendete Material stammt aus ver-
schiedenen Verarbeitungen.

2) Beim Verbrennen verspritzte ein Teil der Substanz.

3) Pt = 1948.

4) Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 513.
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kocht man einige dieser Krystalle einige Zeit mit konzentrierter
Natronlauge, so tritt der Geruch nach Trimethylamin auf. Diese
Eigenschaften sowie das Verhalten der mit wenig HCI versetzten
Losung der Krystalle gegen Alkaloidreagentienl) lassen keinen
Zweifel dartber, dald die oben beschriebene HgCIl2-Doppelver-
bindung die des Cholins Iist.

In einer besonderen Portion war nach der Entfernung
der atherloslichen Bestandteile die salzsaure Losung mit Phos-
phorwolfraui saurelésung versetzt worden, bis in einer Probe
der Uber dem Niederschlag stehenden FlUssigkeit ein weiterer
Zusatz keine Fallung mehr zur Folge hatte. Niederschlag und
Filtrat werden in bekannter Weise vom Phosphorwolframsaure-
Uberschuly befreit. In der aus dem Niederschlag erhaltenen
Losung sowohl wie In dem Filtrat2) vom Phosphorwolfram-
saureniederschlag lieB sich je nur Cholin nachweisen.

Die Verarbeitung des Filtrats vom PWS3)-Niederschlag
mag hier noch erwahnt sein, weil dabel 2 von der bis jetzt
bekannten HQCI2-Doppelverbindung des Cholins —

C5H14NOCI + 6 HgCl?
— verschiedene HgCIl2-Doppelverbindungen isoliert werden
konnten.

Nach der Entfernung der PWS durch Baryt und der Aus-
fallung des Uberschusses an letzterem durch H2S04 wird die
Hauptmenge der HCI durch frischgefalltes Bleihydroxyd ent-
fernt; das Uberschissige Blel entfernt man durch H2S und fallt
die bleifreie — ziemlich stark eingeengte — Losung mit HgCI2;
dabei erhalt man die schon oben beschriebene Doppelverbin-
dung, die sich leicht auf Grund der LOslichkeitsverhaltnisse,
der Krystallform und des Schmelzpunktes identifizieren liel3.

Die Mutterlauge dieser ersten Verbindung gibt nach dem
Einengen eine neue Krystallfraktion; die Loslichkeit dieser Ver-
bindung In Wasser ist grolier als die der ersten; die LOslich-
keitsVerhaltnisse in Alkohol und Ather sind anndhernd dieselben

D Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 369.

2) Die Verbindung von Cholin mit PWS ist im UberschuR des
Fallungsmittels sehr leicht 16slich.

3) Abklrzung flr Phosphorwolframséure.
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wie bel der ersten Verbindung; die Krystalle sind lange feine

Prismen :

0,2345 g (ohne Gewichtsabnahme bei 105°) geben 0,1248 g HgQS
Gefunden: 45,86°0 Hg.

Das Filtrat vom HgS wird mit H2PtCl» versetzt und diese
Losung Im Vakuum Uber H2S04 eingedunstet; den hierbel
bleibenden Ruckstand krystallisiert man erst 3,us verdinntem
Alkohol und dann aus Wasser um; leider gelang es mir nicht,
die Platindoppelverbindung quantitativ zu isolieren; es ware
dann wohl moglich gewesen, Schlisse Uber die Zusammen-
setzung der HgCI2-Doppelverbindung zu ziehen; die aus der
wasserigen Losung erhaltenen Krystalle zeigen die Formen des
Cholinplatinchlorids; die Analysenzahlen stimmen jedoch nur
annahernd zu dieser Annahme:

0,1152 g (ohne Gewichtsabnahme bei 105°) geben 0,0802 g CO?;
0,0553 g H20; 0,0372 g Pt

Gefunden: Berechnet fiar (C5HIANOCI)gPtCI4:
G = 18,99°0 19,48 °/o
H = 5,37 °lo 4.58 °/o
Pt = 32.29°0 31.64°/o

Enthielt die analysierte Substanz eine kleine Verunreini-
gung (vielleicht H2PtCIl6) und war der groBte Teil wirklich
Cholinplatinchlorid, so hatte die Quecksilberdoppelverbindung
die Zusammensetzung 11 HgCI2 + 13 C5HI4NOC1; fur eine Doppel-
verbindung dieser Art sind berechnet 45,9°0 Hg.

Aus der Mutterlauge dieser 2. Doppelverbindung konnte
schliellich bei weiterem Einengen noch eine 3. Fraktion er-
halten werden; der geringen Menge wegen konnte sie nicht
direkt analysiert werden; sie braunt sich beil vorsichtigem Er-
hitzen bel 264° und schmilzt ziemlich scharf bel 278° unter
Zersetzung. In bekannter Weise stellt man aus der HgCI2-Ver-
bindung die Platindoppelverbindung her und krystallisiert diese
erst aus Alkohol und dann aus Wasser um; die aus Wasser
erhaltenen, orangegelben Krystalle erinnern in ihrem Aussehen
— dachziegelartig Gbereinander geschichtete [3seitige Tafelchen
— an Cholinplatinchlorid; sie schmelzen ziemlich scharf bei
237°;, die im Vakuum getrocknete Substanz gab folgenden
Platinwert .
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0,0470 g geben 0,0149 g Pt
Gefunden: 31,70°/0. Berechnet fur (C5HIANOCI)2PtCI4: 31,64°/0.

Welche Zusammensetzung dieser 2. und 3. HgCI2-Doppel-
verbindung zukommt, ist ungewil}: jedenfalls nicht die Zusam-
mensetzung C5HI4NOC1 + 6 HgCI2; dies ergibt sich fur die 2. Frak-
tion aus der Hg-BeStimmung; bei der 3. Fraktion spricht der
hohe Schmelzpunkt (278° statt 242143°) gegen die Annahme,
dal} die schon langst bekannte HgCI2-Doppelverbindung allein
oder gemengt mit einer fremden Substanz vorliegt.

Die mittels des bisher beschriebenen Verfahrens im Serum
nachgewiesenen Stoffe finden sich im urspringlichen Serum
wohl zweifellos als Bestandteile grofRerer Molekile. Um wo-
maoglich die Natur dieser komplizierteren Stoffe, deren Kennt-
nis von wesentlich grof3erer Bedeutung ist, zu ergrtinden, schlug
ich einen anderen Weg zur Verarbeitung des Auszugs ein: ich
suchte durch neutrale Ldsungsmittel eine Trennung der ver-
schiedenen Bestandteile zu erreichen. Zu diesem Zweck ersetzte
ich die Extraktion mit Petrolather durch eine solche mit Ather.

Vergleichende Versuche zeigten, dal} die Extraktion mit
Ather leichter vor sich geht und vollstandiger ist, als diejenige
mit Petrolather. Dabei andert sich das Verhaltnis von P . N
im Atherauszug nur unwesentlich im Vergleich zu dem Ver-
haltnis derselben Elemente im Petrolatherauszug und zwar in
der Weise, daB die absolute Menge des P und des N im Ather-
auszug je etwas groler ist als im Petrolatherauszug, dall aber
die Zunahme des Stickstoffs etwas zurtckbleibt hinter der Zu-
nahme des Phosphors.

Die nachstehende Tabelle Il gibt die beim Vergleich der
beiden Auszlige erhaltenen Zahlen.

Diese Zahlen gestatten zugleich auch die Menge des in
atherldslicher Form im Serum enthaltenen Stickstoffs zu be-
rechnen. Legt man der Berechnung ein spezifisches Gewicht
des Serums von 1,030*) zugrunde, so erhalt man fir die Portion

9 FUr das Serum des Menschenblutes wird als Mittelzahl 1,028
angenommen; Pferdeblutserum enthélt nach den Analysen von Abder-
halden (Diese Zeitschrift, Bd. XXIII und XXV) etwas mehr feste Bestand-
teile gelGst, somit mufl3 auch die Dichte etwas groRer sein.
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vom 2. lll. 06. einen Gehalt von 0,0069 °/o, vom 16. I. 06. einen
Gehalt von 0,0072°0 atherldslichen «Stickstoffs».

Tabelle IlI.
Ge- ) Ge- )
. ccm ccm Ge Ge
Liter . funden funden |
Serum Aus-  flr o samt-P . o samt-N- PN

zug Analyse Mg2p207 M3 nj#o-NH3 Mg

Ather- 30 47,8 1111 —
2.13.06 40 250 1:5,6
auszug 15 _— . 12,31 283
ather- , O
auszug 15 _ — 10,15 260
Ather- 60 72,9 110 — —
16./1.06 Ather 35 325 1:5,2
auszug 30 — — 16,90 257
Petrol- 60 58,6 102 — -
ither- 35 375 | 1:5,5
auszug 30 — - 1488 2w

Die Extraktion mit Ather hat auRerdem noch den weiteren
Vorzug, dal man, falls wie in meinem Fall die Isolierung der
phosphor- und stickstoffhaltigen Substanz beabsichtigt ist, diese
Auszlge sofort weiter verarbeiten kann. Ich verfuhr dabel, In
Anlehnung an die von Zuelzerl) zur Isolierung des Lecithins
und die von Drechsel?) zur Isolierung des Jecorins gegebenen
Vorschriften, folgendermalien: Die etwas eingeengte Atherldsung
wird mit Aceton vollstandig ausgefallt; den Niederschlag l0st
man wieder in Ather und fallt die Losung abermals mit Aceton.
Dieses Losen und Wiederfallen wurde 5mal wiederholt. Die
verschiedenen Mutterlaugen werden vereinigt zur Atheraceton-
I6sung (siehe S. 65).

Der beim 6. Fallen durch Aceton erhaltene Niederschlag
war gelbbraun, von wachsartiger Konsistenz und wurde auch
bei langerem Stehen Im Eis nicht fest. Man [6st thn wieder
in Ather — der Niederschlag geht spielend in Losung — und
versetzt diese Losung In der Kalte mit soviel absolutem Al-

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 255.
2) J. f. pr. Ch.,, Bd. XXXIII, S. 425.



Beitrdge zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums. 61

kohol, bis ein weiterer Zusatz keine Fallung mehr zur Folge
hat. Niederschlag und Losung trennt man mit Hilfe der Zen-
trifuge. Der Zusatz von absolutem Alkohol zu der Atherldsung
hat eine offenbar tiefer gehende Veranderung der vorher in
Ather leicht I6slichen Substanz zur Folge,l) von dem hierbei er-
haltenen Niederschlag 16st sich auch feucht in Ather nichts mehr.

Die Ather-Alkoholmutterlauge wird fir sich aufgearbeitet
(siche S. 67) und der in Ather unlésliche Niederschlag in wenig
Wasser gel6st; zu dieser Losung fligt man so lange Alkohol
(absolut), als auf weiteren Zusatz noch eine Fallung entsteht.
Die Mutterlauge des flockigen gelbbraunen Niederschlags ist
gelb gefarbt, organische Bestandteile enthalt sie nur noch in
so geringer Menge, dall eine Welterverarbeitung aussichtslos
erscheint. Den Niederschlag lost man wieder in wenig Wasser.
FlUgt man Alkohol zu dieser Ldsung, so erhalt man eine we-
sentlich geringere Niederschlagsmenge und eine auch bei langerem
Stehen (3 Tage) sich nicht klarende tribe Ldsung (1).

Der Niederschlag sollte nochmals umgefallt werden. Auf
Zusatz von Alkohol — wenig oder viel — zu der Losung des
Niederschlages in ganz wenig Wasser erhalt man jedoch keine
Fallung mehr, nur noch eine tribe LOsung (2). Aus beiden
Losungen erhalt man jedoch sofort einen reichlichen flockigen
Niederschlag auf Zusatz von Ather; die farblosen Mutterlaugen
der beiden Niederschlage enthalten, abgesehen vom Ld&sungs-
mittel, nur kaum noch Spuren organischen Materials.

Beide Fallungen werden nochmals umgeféallt, dann auf
geharteten Filtern abfiltriert und getrocknet. Niederschlag 1
Ist grau, Niederschlag 2 ausgesprochen gelbbraun. Beide Fal-

0 Henriques (Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 244) hat beobachtet,
dal} eine wasserhaltige alkoholische Ldsung von Jecorin ohne Gefahr flr das
Jecorin auf dem kochenden Wasserbad abgedampft werden kann, dal’ aber
absoluter Alkohol scfion bei 45° Zucker aus dem Jecorin abzuspalten
scheint. Sollte nicht vielleicht in unserem Falle das Unlslichwerden der
Fallung in Ather eben in der Abspaltung von Zucker oder — vorsichtiger
ausgedriickt — einer reduzierenden Substanz ihren Grund haben? Die
Vermutung gewinnt an Wahrscheinlichkeit durch die Tatsache, dal} es
gelang, aus dem Filtrat dieser Fallung eine N-haltige Substanz mit sehr
starkem Reduktionsvermdgen zu isolieren (siehe S. 67).
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lungen stellen nach dem Trocknen (im Vakuum Uber H2S04)
feine leichte Pulver dar, die an der Luft allméahlich zerfliel3en;
beide l6sen sich in Wasser spielend leicht, in wasserigem Al-
kohol ebenfalls, sind aber, auch in feuchtem Zustande, in Ather
vollkommen unloslich; die wasserigen Losungen reagieren neu-
tral; eine nahere chemische Charakterisierung war in beiden
Fallen — die erhaltenen Quantitaten reichten eben nur zur
Analyse noch aus — nicht moglich; nur ithr Verhalten gegen
Fehlingsche Lo6sung wurde gepruft.

Niederschlag 1 reduziert in der Warme ziemlich stark;
die 2. Fallung jedoch ganz unbedeutend. Kocht man aber die
Losung der Fallung 2 nur ganz kurze Zeit (1 Minute nur) mit
2—3 Tropfen verdunnter Saure, so ist das Reduktionsvermdgen
sehr viel starker; das gleiche gilt auch fiur die Fallung 1, nur
Ist In diesem Falle die Verschiedenheit in der Starke des Re-
duktionsvermogens weniger deutlich; beim Erhitzen im Kapillar-
rohrchen braunen sich die beiden Substanzen bei etwa 270°,
um sich bel 280° zu zersetzen. Die Analyse der bei 10501)
getrockneten Substanz ergab folgende Zahlen:

Fallung |, grau.
0,1073 g geben 0,1616 g CO. und 0,0579 g H-02)

0,477 » » 10,9 ccm N bei 16,5° und 748,5 mm (Hz0)
0,1895 » » 0,0025 g Mg2P-O. und 0,0131 g BaS04
Gefunden: G = 41,07°/0
H = 6,03°
N = 841°
S = 110°0
P = 037

Die Asche enthielt minimale Mengen Cu3) und etwas Na.

0 Ohne eine Verdnderung beflrchten zu missen, kann man die
Fallungen, wenn sie nur erst einige Zeit Uber H-S0. gestanden haben,
bis 105° erwarmen. Uber H=S0. bis zur Gewichtskonstanz getrocknete
Praparate verloren bei dieser Temperatur nichts von ithrem Gewicht.

2) Die Substanzen wurden wegen des Natriumgebaltes im Schiffchen
mit K:=Cr-0; gemischt verbrannt.

3) Aus dem Vakuumkessel stammend, in welchem das Eindampfen

der alkoholisch-wasserigen, aus dem Serum stammenden Flissigkeit vor-
genommen wurde.
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Fallung II.
0,1131 g geben 0,1847 g CO0? und 0,0528 g H20
0,1741 » » 13,4 ccm N bei 16° und 737,5 mm (H20)

0,3633 » > 0,0072 g Mg2P207 und 0,0290 g BaS04
Gefunden: G = 44,61 °/

H = 5,22°0
N = 8,66 °0
S = 0,95%
P = 0,56%

Auch in dieser Fallung fand sich eine Spur Cu und etwas Na.

Die quantitative Zusammensetzung dieser Fallungen ist
— abgesehen vom Cu-Gehalt, der ja wie schon erwahnt zu-
fallig und eben nur nachweisbar ist — die gleiche wie die von
Drechsels Jecorin;l) die quantitative Zusammensetzung aller-
dings weicht sehr wesentlich ab, sowohl von dem Jecorin
Drechsels, als auch von der nach dem .gleichen Verfahren
von Siegfried und Mark?2) isolierten Substanz.3)

Zum Vergleich seien die von Drechsel und die von
Siegfried und Mark erhaltenen Zahlen hier angefuhrt:

Drechsel Siegfried und Mark
G = 51,6% 39,7 °lo
H = 8.2% 6,4°/°
N = 2,9% 5,2 0/0
S = 1,4% 2,2 =
P = 3,4% 1,9«o

Hatten schon Drechsel und Siegfried aus demselben
Organ (Pferdeleber) unter Anwendung des gleichen Verfahrens
Substanzen von so wesentlich verschiedener prozentischer Zu-
sammensetzung erhalten, so war fir die aus dem Blut zu iso-
lierenden Substanzen von vornherein schon eine andere Zu-
sammensetzung zu erwarten, zumal der Weg zur Isolierung
der betreffenden Substanzen nicht unwesentlich von dem ab-
wich, den diese beiden Autoren eingeschlagen hatten. Dies

y J. f.pr. Ch., Bd. XXXIII, S. 425.

2) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 492.

3) Auch die Zahlen, die Baidi bei verschiedenen Analysen von
Jecorin aus Hundeleber erhielt und die unter sich recht befriedigend
Ubereinstimmen, weichen sowohl von den Zahlen Drechsels als auch
von denen Siegfrieds ziemlich weit ab.
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mag auch der Grund sein, weshalb die von mir isolierten Sub-
stanzen eine wesentliche andere quantitative Zusammensetzung
aufweisen als die jecorinartigen Substanzen, dieBaldil) nach
Drechsels Verfahren aus Blut isolierte. Er fand flr P und S

folgende Werte:
P = 1,88; 1,87°
S = 1,86; 1,66°0
also wesentlich hohere Zahlen, als meine Substanzen sie gaben.

Ob die von mir isolierten Substanzen einheitlich sind oder
nicht, konnte ich nicht entscheiden; ich habe versucht, nur
durch Anwendung von «indifferenten»2) LoOsungsmitteln eine
Zergliederung des Gemenges, das anfanglich sicher vorlag, zu
erreichen, und habe diese Versuche solange wiederholt, als
das beschrankte Quantum der mir zu Gebote stehenden Sub-
stanz es erlaubte. Es ist wohl denkbar, dall bel weiterem
Fraktionieren tatsachlich reine, einheitliche Verbindungen er-
halten worden waren, denn ich glaube, dal} wir es im «Jecorin»,
wenn ich diese Bezeichnung flr eine ganze Gruppe hochmole-
kularer N-, S- und P-haltiger Substanzen der Kirze halber be-
nutzen darf, nicht etwa mit einem Gemenge verschiedener Sub-
stanzen zu tun haben, die sich gegenseitig In Lbsung halten,
sondern dall bestimmte Komplexe — chemische Individuen —
vorliegen, aus denen allerdings, zum Teil jedenfalls schon
Im tierischen Organismus, je nach Umstanden bald die eine,
bald die andere Gruppe, und zwar sehr leicht, abgespalten
werden kann.

Eine dieser Gruppen ist zweifellos eine Zuckergruppe, und
zwar darfte nach den Angaben von Manasse,3) der ein Osazon
vom F. P. 203(4° isolierte, und von Mayerd4) dieser Zucker
Glukose sein; wahrend die meisten Autoren, die sich mit dem
Jecorin beschaftigt haben, annehmen, dal} dieser Zucker ein
wesentlicher Bestandteil des Jecorins sei, halt thn Meinertzb)

*) Arch. f. Anat. u. Physiol., 1887, Suppl., S. 100.

2) Dal} jedenfalls eines der Losungsmittel — Alkohol — eben doch
nicht als indifferent anzusehen ist, zeigt die S. 61 angefiihrte Beobachtung.

J) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 478.

4) Bioch. Zeitschrift, Bd. I, S. 81.

5) Diese Zeitschrift, Bd. XLYI, S. 376.
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fir eine zuféllige Beimengung, da es ithm gelang, durch Dialyse
ein Jecorin zu erhalten, das nicht mehr reduzierte. Meinertz
nat sein Jecorin, bevor er es der Dialyse unterwarf, wieder-
nolt mit schwach angesauertem (HCI) Wasser zerrieben; alle
~iltrate zeigten Reduktionsvermogen; der Filterrtickstand re-
duziert nach dem Dialysieren nicht mehr.

Dieses Zerreiben mit schwach angesauertem Wasser hat
vielleicht den Anlall zur Abspaltung der Zuckergruppe gegeben.
Wenigstens konnte ich bei den beiden von mir isolierten Sub-
stanzen, die direkt schon Fehlingsehe Ldsung In der Warme
reduzierten, die Beobachtung machen, dal nur ganz kurzes
Erwarmen mit 1—2 Tropfen verdinnter Saure das Reduktions-
vermogen aulBerordentlich steigerte. Diese Beobachtung ist
meines Erachtens nur so zu deuten, dal} die Saure die hydro-
lytische Spaltung, die vorher schon bis zu einem gewissen
Grade unter der Einwirkung des Wassers allein vor sich ge-
gangen war, vervollstandigte oder zum mindesten vergroferte.

Die Ather-Acetonmutterlauge

Ist frel von N-haltigen Substanzen; den Hauptbestandteil der
gelosten Stoffe bilden Cholesterinester und freies Cholesterin,
sofern das letztere im Serum sich Uberhaupt finden sollte. Die
Untersuchungen von Hoppe-Seylerl) lassen, wie Hurthle2)
schon hervorgehoben hat, eine Entscheidung darlber, ob das
Im Blut sich findende Cholesterin als solches — frei — oder
als Ester vorhanden ist, nicht zu. Hurthle hat nachgewiesen,
dall zum mindesten der grofiere Teil, wenn nicht alles, in Form
von Fettsaureestern im Blut sich findet; die Frage, ob freies
Cholesterin vorhanden ist, hat er noch offen gelassen.

Bel seiner Untersuchung tUber den Cholesteringehalt der
Blutkorperchen hat E. Hepner3) auch das Plasma in den Kreis
seiner Untersuchungen gezogen und kommt beziglich des Ge-
haltes des Plasmas an freiem Cholesterin zu dem Schlul3: «In
dem Blutplasma ist also unter gewissen, noch naher festzu-

p Med.-chem. Untersuchungen, Heft 1, Berlin 1866.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 331.
3) Pflugers Archiv, Bd. LXXIII, S. 595.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIII. S|
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stellenden Bedingungen neben den Estern des Cholesterins
auch freies Cholesterin vorhanden». Ob Hepner Cholesterin
aus Plasma isoliert und durch Schmelzpunkt oder andere Eigen-
schaften charakterisiert hat, ist aus seiner Arbeit nicht zu
ersehen. Er gibt darlber nur folgendes an: «Die (atherischen)
Mutterlaugen desselben (ndmlich des Olséureesters) enthielten
In einigen Versuchen auch freies Cholesterin.» «

Unter diesen Umstanden schien es mir wohl angebracht,
eine definitive Entscheidung dieser Frage zu versuchen. Die
Ather-Acetonmutterlauge wird im Vakuum mdglichst weit ein-
geengt und der Rickstand zunachst durch Schatteln mit Wasser
von eventuell vorhandenen wasserloslichen Substanzenl) befreit.
Sollten dabei die in Wasser unloslichen Bestandteile sich nur
schwer und langsam abscheiden, so kann man die Abscheidung
durch Kochsalzzusatz erleichtern und beschleunigen. Man trennt
die wasserige Flussigkeit im Scheidetrichter ab; sie reagiert
schwach sauer; Seifen, die Cholesterin in Losung halten konnten,
sind somit keine vorhanden. Man wascht die wasserunlos-
lichen Bestandteile wiederholt mit Wasser (oder eventuell Koch-
Salzlésung) und nimmt sie dann in Ather auf; man trocknet
diese Losung Uber Na2S04 und laBt dann das LOsungsmittel
teilweise verdunsten. Durch vorsichtigen Zusatz von Alkohol
zu der stark eingeengten Losung erreicht man die Abscheidung
cholesterinartiger, fester Stoffe, aus deren Mutterlauge etwas
Greifbares nicht mehr zu erhalten ist.

Die festen Abscheidungen trocknet man auf Ton Uber
H2S04. Behandelt man die vollkommen wasserfreie, gelb ge-
farbte Masse mit wenig warmem Alkohol, so erreicht man die
Abtrennung einer ohne weiteres Umkrystallisieren bel 76°
schmelzenden Verbindung, die, nach ihren Eigenschaften zu
schlieBen, den von Hdurthle2) beschriebenen Palmitinsaure-
cholesterinester darstellt. Die alkoholische Losung lafst bei
teilweisem Verdunsten etwa 0,2 g einer bel 138° schmelzenden

X) In dem Ruckstand finden sich offenbar fliichtige Fettsauren,
-deren Herkunft jedoch ungewil} ist; es ist wohl mdglich, daR sie wenig-
stens zum Teil aus dem Aceton stammen.

2) Hurthle, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 331.
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Verbindung ausfallen; durch zweimaliges Umkrystallisieren aus
Alkohol steigt der Schmelzpunkt auf 144/45°. Es liegt somit
— LGslichkeitsverhaltnisse und Farbreaktionen bestatigen diesen
SchluB — In dieser Fraktion freies Cholesterin vor. Aus der
Mutterlauge dieser Fraktion lassen sich noch weitere geringe
Quantitaten freien Cholesterins isolieren. Die Menge des freien
Cholesterins, die auf diese Weise aus 15 | Serum erhalten
wurde, betragt nur 0,30 g (Minimum) oder ca. 0,002 °/o.

Abderhaldenl) fand Gesamtcholesterin im Pferdeblut:
0,3—0,5 auf 1000 Teile Serum. Legt man das Mittel dieser
beiden Werte dem Vergleich zugrunde, so finden sich somit
rund 5°/o des Gesamtcholesterins als solches im Serum.

Der beim Abdestillieren?) der Losungsmittel aus der
Alkohol-Athermutterlauge

bleibende Rulckstand wird nicht fest. Er besteht zum gréRten
Teil aus einer wachsartigen gelbbraunen Masse, In der sich
einzelne feine Krystalle finden. Man behandelt den Ruckstand
in der Kéalte mit Ather; dabei bleiben die Krystalle ungelost;
sie erweisen sich bei nadherer Prufung als essigsaures Natrium
(FeCl3- und Essigesterreaktion) und als das Natriumsalz einer
hoheren Fettsaure, deren Natur jedoch der ganz geringen mir
zu Gebote stehenden Menge wegen nicht festgestellt werden
konnte. Die Atherlésung versetzt man mit Alkohol, bis ein
weliterer Zusatz keine Fallung mehr zur Folge hat; die Fallung
l6st sich auch feucht in Ather direkt nicht mehr; gibt man
aber zu dem Ather nur eine Spur verdiinnter Séure (HCI oder
H2S04), so geht die ganze Fallung leicht in Losung. Man setzt
zu dieser Losung wieder Alkohol und wiederholt die ganze
Operation schliel3lich noch ein drittes Mal.

Man erhalt auf diese Weise eine graubraune Masse, die
ziemlich N-reich ist. S und P lieBen sich nicht nachweisen.
Dagegen finden 'sich auch hier wieder geringe Mengen Cu. Eine
einheitliche Substanz liegt hier zweifellos nicht vor — wenn
auch weitere Trennungsversuche ergebnislos waren —, denn

0 Diese Zeitschrift, Bd. XXIIIl, S. 521; Bd. XXV, S. 71.
2) Geschieht im Vakuum.
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die aus der untenstehenden Analyse berechneten Atomzahlen
ergeben eine zu unwahrscheinliche Formel; die Substanz re-
duziert F ehlingsche Ldsung beim Kochen aul3erordentlich stark;
ob die reduzierende Substanz vielleicht eine glukosaminartige
Substanz darstellt, ob nicht am Ende gar Glukosaminl) selbst
vorliegt, habe ich mangels gentgenden Materials nicht fest-
stellen konnen; ob der Tatsache, dal das Verhaltnis von N : C
gerade 1: 7 ist, irgend welche Bedeutung beizumessen ist, muf3
darum auch dahingestellt bleiben.

Die Analyse ergab folgende Zahlen:
0,1150 g gehen 0,1766 g C02, 0,0564 g H20; 0,0037 g CuO

.0,1265 » » 8,1 ccm N bei 18° und 732 mm (H20)
Gefunden: C = 41,88°0
H = 5,48°0
N = 7,08°0
Cu = 227°0

Die Mutterlaugen der 1. und der 2. und 3. Fallung (siehe
vorhergehende Seite) versetzt man mit viel Wasser und schuttelt
diese Losungen mit Ather aus. Der wasserige Teil von 2—3
Ist nach Entfernung atherlGslicher Substanzen frei von orga-
nischem Material; der entsprechende Teil von 1 enthalt noch
geringe Mengen organischer Stoffe, doch hat sich etwas Positives
nicht ermitteln lassen. Die Atherlosung von 2—3 hinterlaflt
beim Verdunsten einen ganz minimalen, wachsartigen Ruck-
stand, offenbar Teile des im Atherauszug 1 in verhaltnisméaRig
groBer Menge sich findenden Stoffs. Der Riickstand der Ather-
l6sung 1 gibt beim Verdunsten einen wachsartigen gelben Rick-
stand; direkt — durch Losungsmittel oder freiwilliges Kry-
stallisieren — ist aus dieser Masse etwas Greifbares nicht zu
erhalten; dagegen geben HgCI2 und H2PtCI6 verhaltnismaliig
sehr reichliche Niederschlage in der mit wenig HCI versetzten
alkoholischen Losung des Rickstandes. Man setzt dieser Losung
soviel H2PtCI6-Losung zu, bis ein weiterer Zusatz keine Fallung
mehr zur Folge hat. Hat sich der Niederschlag vollkommen
abgesetzt, so gielit man die Mutterlauge ab, dekantiert den
Niederschlag einige Male mit verdinntem Alkohol und I0st ihn

l) Mit einer kleinen fremden Beimengung.
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schliellich, da er auch in der Kalte (— 10°) nicht fest wird
in Ather. Auf Zusatz von Alkohol zu der trockenen Ather-
l6sung erhalt man einen krimeligen Niederschlag, den man
nach wiederholtem Ldsen und Wiederfallen abfiltriert und Im
Vakuum Gber H2S04 trocknet. Man erhalt auf diese Welse
die Platindoppelverbindung als ein leichtes gelblichweil3es Pulver,
beim Trocknen bel 950 verandert es sich nicht; auch tritt ein
Gewichtsverlust nicht ein. In der Kapillare beginnt die Doppel-
verbindung bel 125° zu erweichen und schmilzt bei 144°; beli
weiterem Erhitzen tritt Zersetzung ein.

Die Cl und Platinbestimmung!) gab folgende Zahlen:

0,3232 g geben 0,0322 g Pt und 0,1400 g AgCl.
Gefunden: 9,96°0 Pt
10,71 °/o CI

Diese Zahlen lassen auf die Pt-Doppelverbindung eines
Lecithins schlieRen; fur diese Annahme spricht auch das Aus-
sehen und das Verhalten der urspringlichen aus der Ather-
l6syng erhaltenen Masse und die Loslichkeit der Doppelverbindung
In Ather. Allerdings gelang es mir nicht, durch eine Bestim-
mung von C und H diese Annahme sicher zu stellen. Ich er-
hielt selbst beim Verbrennen im Bleichromatrohr wiederholt
wesentlich zu niedrige Werte.2) Zur Bestimmung von N und P,
wozu der niedrigen Prozentzahlen wegen grofRere Substanz-
mengen notig gewesen waren, reichte das mir zur Verfligung
stehende Material nicht aus. Ob ein einheitliches Olsaurelecithin
oder ein gemischtes, neben Olsdure noch Palmitinsaure oder
Stearinsaure enthaltendes Lecithin vorliegt, oder ein Gemenge
zweler nur je 1 Saure enthaltender Lecithine, wird sich tbrigens
auch auf Grund einer vollstandigen Analyse wohl kaum mit
Sicherheit entscheiden lassen. Qualitativ, durch die Fahig-
keit Brom zu addieren, lieR sich in der Doppelverbindung Ol-
saure nachweisen.

Aus der Mutterlauge der Lecithinplatinchloriddoppelver-
bindung lalt sich beim Einengen eine geringe Menge (etwa

*) Nach der Methode von Wallach mittels Natriumathylats.
2) Gefunden: G = 49,94; 49,48°
H= 769, 7,72°

Siehe auch Dennstedt, Diese Zeitschrift, Bd. LU, S. 181.
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5 mg) einer In 6seitigen Tafelchen krystallisierenden Platin-
verbindung isolieren. Aussehen, Loslichkeitsverhaltnisse und
Schmelzpunkt (221°) deuten auf Cholinplatinchlorid. Dieses
Cholin stammt zweifellos aus Lecithin, das beim Einengen der
aus dem Serum erhaltenen FlUssigkeit im Vakuum in die

Briche ging.

B. Alkoholauszug.

Die Serumtrockenruckstande, die mit Petrolather ausge-
zogen waren, wurden daran anschlieBend noch mit Ather aus-
gezogen, well es sich gezeigt hatte, dal} in manchen Fallen der
Petrolather die letzten Reste fettiger Bestandteile nicht mehr
aufnimmt. Die Quantitdt der beim Verdunsten dieser Auszige
bleibenden RuUckstande ist aullerordentlich gering; die Auf-
arbeitung geschah zusammen mit den RUckstanden aus den
Petrolatherausztigen.

Die Alkoholausztige stellt man am raschesten und sichersten
in der Weise her, daB man die feingepulverten in Ather un-
|6slichen Teile der Serumtrockenrtckstande direkt mit dem
L6sungsmittel Gbergiel3t und unter 6fterem Erneuern des Alkohols
(99—99,5°/0) auskocht. Man erhalt auf diese Weise eine dunkel-
braune LOsung, die beim Abkilhlen geringe Mengen fester Sub-
stanzen — In der Hauptsache essigsaures Natrium — aus-
fallen laRt.

Man lalit, ohne auf diese festen Anteile Rucksicht zu
nehmen, den Alkohol bei niederer Temperatur (35—40°) auf
dem Wasserbade verdunsten. Den Ruckstand I0st man in wenig
Wasser, sauert diese Losung mit verdiunnter H2S04 an und
bringt sie schlieBlich auf einen Gehalt von rund 5°/o0 freier
Saure. Die saure Losung schittelt man mit Ather aus, bis
dieser nichts mehr aufnimmt.

|. Atherausschuttelung aus der Serumlosung.

Die Hauptmenge des Athers destilliert man ab, die letzten
Reste lalt man an der Luft verdunsten. Als Rlckstand erhalt
man eine braune wachsartige Masse, aus der man durch Wasser-
dampfe fluchtige Anteile abtreibt. Die fllchtigen Bestandteile
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sind, dem Geriliche nach zn schlieRen, flichtige Fettsauren. Ver-
suche, aus dem Destillat durch Ausschitteln mit Ather oder
durch Sattigen mit CaCl2 diese Sauren zu isolieren, verliefen
resultatlos.

Zum Ruckstand im Destillierkolben setzt man so viel
NaOH, bis das auf der wasserigen Flussigkeit schwimmende Ol
vollstandig gelost ist; diese Losung fallt man mit essigsaurem
Blei; Niederschlag und Ldsung trennt man mit Hilfe der Zen-
trifuge.

1. Bleiacetatniederschlag.

Der Niederschlag wird durch Wasser von allen l0slichen
Bestandteilen befreit, auf Ton getrocknet und dann mit Ather
extrahiert: wird die Extraktion mit Ather geniigend lange fort-
gesetzt, so ist der atherunlosliche Rickstand vollkommen frei
von N-haltigen Bestandteilen und enthalt neben etwas PbCO3
nur noch die Bleisalze von Palmitinsaure und Stearinsaure.

Die Atherlésung wird direkt durch H2S entbleit; den H2S-
UberschuR entfernt man aus dem Filtrat vom PbS durch einen
Stickstoffstrom, destilliert den Ather ab und 16st den hierbei
bleibenden Rickstand In Na2C03. Das Gemenge von Seifen
und Na2CO03 bringt man auf dem Wasserbad zur Trockne, er-
hitzt den trockenen Ruckstand einige Zeit auf 105° und zieht
Ihn dann mit absolutem Alkohol aus. Der alkoholunlésliche
Teil st frel von N-haltigen Bestandteilen, enthalt aber neben
Na2CO03 noch Natriumsalze hoherer Fettsauren. Die alkoholische
Losung bringt man wieder zur Trockene; nach dem Trocknen
bei 105° ist der Rlckstand sprode, zeigt braune Farbe und
besitzt einen eigentimlichen erdbeerartigen Geruch. Dieser
Ruckstand wird nochmals mit absolutem Alkohol ausgekocht;
dabei bleibt ein carbonatfreier, wasserloslicher Ruckstand von
braunlich gelber Farbe. Mit AgNO3 erhalt man aus der wasserigen
LOosung ein in feuchtem Zustande blutrotes, trocken dunkel-

braunes Silbersalz in allerdings nur ganz geringer Menge (0,05 g).

0,0467 g geben 0,0215 g Ag
Gefunden: 46,04 °/0 Ag.

Die absolut alkoholische Losung wird wieder verdunstet,
der hierbei bleibende Ruckstand bei 1050 getrocknet und dann
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mit wenig absolutem Alkohol — so dal der Niederschlag eben
bedeckt ist — gelinde erwarmt. (LOsung 1.)

Den in wenig Alkohol unl6slichen Ruckstand erwarmt man
wiederholt mit groReren Mengen absoluten Alkohols, bis dieser
nichts mehr aufnimmt. (LOsung 2.)

Der auch in viel Alkohol unldsliche Ruckstand ist carbonat-
frei; er 10st sich in Wasser sehr leicht, die wasserige Losung gibt
mit neutraler Silbernitratldsung einen grauen Niederschlag eines

N-freien Silbersalzes, das bei der Analyse folgende Zahlen gab:

0,1292 g (vakuumtrocken) geben 0,2652 g CO0?; 0,0950 g H20; 0,0355 g Ag
Gefunden: G = 55,98°/0

H = 8,22°0
Ag = 25,93°/»
Flr eine Verbindung von der Zusammensetzung “ssHtos~~2 sind
berechnet: C = 56,0°
H = 8,45°0
Ag = 25,9°0

Das in Ldsung 1 sich findende Gemenge lafit sich durch
Losungsmittel nicht mehr weiter zerlegen; mit Hilfe von neu-
traler Silbernitratlosung lassen sich 2 Fraktionen isolieren.

Fraktion 1 ist zunachst eine halbfeste, zahe braune Masse,
deren AuReres auch beim Trocknen sich nicht andert; durch
gelindes Erwarmen mit absolutem Alkohol lal3t sich aus dieser
Masse eine ganz geringe Menge einer halbfesten Substanz, die
nicht naher untersucht wurde, isolieren. Der in Alkohol un-
|0sliche Teil ist nunmehr fest; er ist dunkelbraunl) gefarbt und
enthalt allerdings nur ganz geringe Mengen Stickstoff. Das zur
Analyse verwendete Material wird im Vakuum tber H2S04 ge-
trocknet.

0,1133 g geben 0,2210 g CO02; 0,0725 g H20; 0,0335 g Ag

0,1849 > » 1,4 ccm N ber 17,5° und 732 mm
Gefunden: G = 53,20°0
H = 7,16°0
N = 0.82°
Ag = 29,57°lo

*) Diese dunkle Farbung hat ihren Grund sicher nicht in einer
durch die Einwirkung des Lichts veranlal3ten Veranderung; denn bel
allen Operationen mit den hier beschriebenen Silbersalzen wurde sorg-
faltig darauf geachtet, daR kein Licht zu den Niederschlagen zutreten
konnte.
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Diese Zahlen stimmen auf ein Ag-Salz von der Zusammensetzung
N81MN129-"M0

Die Theorie verlangt: C = 53,5%
H = 7,19%
N = 0,77°0
Ag = 29,7%

Die 2. Fraktion enthalt kaum noch nachweisbare Spuren
von N; eine einheitliche Substanz liegt hier also zweifellos nicht

vor. Die Analyse gab folgende Zahlen:
0,1239 g geben 0,2515 g COZ; 0,0868 g H20; 0,0301 g Ag

Gefunden: C = 55,36 °/o
H = 7"83°0
Ag = 24,29 =

Die Losung 2 (S. 72) wurde ebenfalls mit AgNQO3 versetzt;
das hierbei ausfallende Silbersalz wird, um geringflgige Bei-
mengungen, die das Festwerden verhindern, zu entfernen, eben-
falls mit Alkohol gelinde erwarmt; die Analyse des alkohol-
unloslichen Teils, der fast schwarzbraun gefarbt war, gab
folgende Zahlen:

0,0861 g (vakuumtrocken) geben 0,1723 g C02; 0,0572 g H20; 0,0249 g Ag
0,0952 » geben 0,85 ccm N bei 16.5° und 735 mm

Gefunden: C = 54,58 °/o

H = 7,43°

N = 1,00°%

Ag = 28,92°

Flr eine Verbindung von der Zusammensetzung CR,JLr-NO0A&,

verlangt die Theorie: C = 54,6°%
H = 7,04°0
N = 993°
Ag = 28,9°0

Die flr diese Verbindungen aufgestellten Formeln sind als
endgiltige noch nicht anzusehen; da die aufgestellten Formeln
sich auf die N-Bestimmung grtnden und diese Bestimmung, bel
der auf3erordentlich geringen N-Menge, unsicher sein mulf,
so sollte vor der Aufstellung einer definitiven Formel erst das
Resultat einer Reihe von N-Bestimmungen abgewartet werden.
Leider stand mir trotz der groflien in Arbeit genommenen Blut-
mengen eben nur wenig mehr Material zur Verfigung, als zu
den angefuhrten Analysen notwendig war, und so mul} eine end-
gultige Festlegung spateren Untersuchungen tberlassen bleiben.
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2. Das Filtrat der Bleiacetatfallung

wird nach Zusatz von etwas verdunnter H2S04 durch H2S von
Blei befreit; die Essigsaure entfernt man mit Wasserdampfen,
die H2S04 durch Baryt und den UberschuB an letzterem durch
C02. Das Filtrat von BaC03 reduziert Fehlingsche Losung
In der Warme, wenn auch nur ganz schwach. Da bei den ersten
Verarbeitungen Versuche, aus der ziemlich stark verdinnten
Losung die reduzierende Substanz zu isolieren, fehlschlugen,
engte ich bel der Nachprifung die Losung erst ein; dabel machte
ich jedoch die bemerkenswerte Beobachtung, dal} das Reduk-
tionsvermogen der eingeengten LOsung nicht nur nicht gestiegen,
sondern so gut wie vollstandig verschwunden war. Es hat
sich offenbar die Substanz, die anfanglich Fehlingsche Lodsung
reduziert hatte, oxydiert oder zersetzt und es liegt nahe den
Grund fir dieses auffallige Verhalten vielleicht in der Gegen-
wart von Glykuronsaure in dieser Losung zu suchen; die An-
nahme, es sel vor dem Einengen eine mit Wasserdampfen
fliichtige reduzierende Substanz vorhanden gewesen, ist deshalb
hinfallig, weil das bei 4standigem Destillierenl) im Dampfstrom
erhaltene Destillat nicht das geringste Reduktionsvermogen
zZeigte.

Aus der eingeengten Losung fallt man durch Alkohol ge-
ringe Mengen anorganischer Salze; das Filtrat gibt auf Zusatz
von H2PtCI62) einen reichlichen Niederschlag, der sich in Wasser
zum groten Teil sehr leicht l6st (der in Wasser schwer [0s-
liche Teil ist K2PtCI6); beim Verdunsten der Losung erhalt man
Krystalle, die bei 209° schmelzen. Es sind [seitige Plattchen,
die in Alkohol sehr schwer loslich sind; aus verdinntem Alkohol
wurden Oktaeder von allerdings nur mikroskopischer Grofe
erhalten.

Die Analyse der vakuumtrockenen Substanz ergab:

0,1230 g geben ? g CO2; 0,0520 g H20: 0,0389 g Pt.

b Zur Entfernung der Essigséure.

) Ein andermal war durch Zugaben von HgClZ ein Niederschlag
erhalten worden, der bei entsprechender Behandlung die gleiche Platin-
doppelverbindung lieferte.
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Gefunden: FUr (C5H1ANOCI)2PtCI4 berechnet:
C = —7 19,48 °/o
H = 4,73° 4,68 °lo
Pt = 31,63 °/o 31,64 °lo

Es liegt somit auch hier zweifellos Cholinplatinchlorid vor;
diese Tatsache ist immerhin etwas auffallig; denn freies Cholin
sowohl, als auch die salzsaure Verbindung sind in Ather un-
|0slich.  Man wird deshalb annehmen mdissen, entweder, daf
die Ubrigen, in der Atherausschiittelung enthaltenen Substanzen
mit zur Losung des Cholins in Ather beigetragen haben, oder
aber, dall das Cholin anfanglich Bestandteil eines grolieren
Molekls war und im Gange der Untersuchung, vielleicht wahrend
der Wasserdampfdestillation, abgespalten wurde.

Im alkoholisch-wasserigen Filtrat vom Cholinplatinchlorid-
niederschlag finden sich noch ganz geringe Mengen organischen,
N-haltigen Materials, dessen Isolierung mir jedoch nicht gelang.

Il. Saure, wasserige Flussigkeit.

Aus der wasserigen Flussigkeit entfernt man durch ge-
lindes Erwarmen den Ather und versetzt die &therfreie, klare
Losung mit einer Losung von 50 g PWS2) in 100 ccm 5°/oiger
H2S04, solange als auf weiteren Zusatz zu einer Probe Inner-
halb einer Minute noch ein Niederschlag entsteht.

Man laidt die Mutterlauge unter 6fterem Umschutteln Uber
dem Niederschlag 24 Stunden stehen, filtriert den Niederschlag
und wascht thn wiederholt mit 5°/oiger H2S04, der etwas PWS
zugesetzt ist.

0 Ging wegen einer Undichtigkeit am Kaliapparat verloren.

2) Flar die Hauptfallung kam eine PWS von Merk, die nach
Merk — Prifung der Reagenzien 1905 — die Zusammensetzung

(P205 + 20 W03+ 11 H20) » 16 H20

hat, zur Verwendung; sie ist gelblich gefarbt und I6st sich in 5°/oiger
H2S04, wie auch im reinen Wasser leicht und ohne Ruckstand. — Die
fur die Fallung ein$r ersten Probeportion verwendete PWS stammte von
Bonz-Boblingen und war nach Angabe des Lieferanten nach Drechsels
Verfahren hergestellt. Es kommt ithr nach Phosphorsaure- und Wasser-
bestimmung — die Wolframbestimmung ging verloren — die Formel zu
(P205+ 22 W03+ 9 H20) *+ 10 H20 ; sie war weil}, mit einem Stich ins Blau-
liche und loste sich in warmer 5°/oiger H2S04 bis auf einen kleinen
pulverigen, weien Rulckstand.
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Da ich beobachtet hatte, dall Harnstoff schon in verhalt-
nismalig verdunnter Losungl)?) von PWS geféllt wird, hatte
ich anfanglich den mit H2S04-haltigem Wasser ausgewaschenen
Niederschlag noch ausgekocht, um die Verbindung von PWS
und Harnstoff, die in heilem Wasser ziemlich leicht 16slich
Ist, zu entfernen. Diese Vorsicht erwies sich jedoch als un-
notig ; denn auch ohne dal} der Niederschlag ausgekocht wurde,
war die aus dem Niederschlag nach der Entfernung der PWS
resultierende Ldsung frel von Substanzen, die mit Bromlauge
N entwickeln.

Der durch PWS gebildete Niederschlag sowohl wie das
Filtrat dieser Fallung werden In bekannter Weise von PWS,
von H2S04 und schliellich von Baryt befreit. Wahrend aller

*) Entgegen z. B. der Angabe von Schoéndorff (Pfligers Archiv,
Bd. LXII, S. 1). Schon Schondorff hat darauf hingewiesen, wie wichtig
es ist, die PWS auf ihr Harnstoffallungsvermdgen zu prtfen. Dieses Ver-
mogen ist zundchst abhéngig von der Konzentration der Harnstofflosung
sowohl wie auch der PWS-L0Osung; darin, dal dieser Umstand vielfach
nicht gentigend bericksichtigt wurde, liegt auch der Grund, dal die An-
gaben Uber die Fallbarkeit nicht blol von Harnstoff, sondern auch von
andern N-haltigen Verbindungen durch PWS, zum Teil sehr betrachtlich
auseinandergehen. In vielleicht noch hoherem Malle aber ist die Fall-
barkeit bestimmter Verbindungen abhangig von der Natur der ange-
wendeten PWS, eine Tatsache, flr deren Bichtigkeit am besten folgender
Versuch spricht:

Chemisch reiner Harnstoff (Merk) gelost in reinem Wasser; Kon-
zentration der PWS-Ldsungen wie oben angegeben: Je 5 ccm der Harn-
stofflosungen werden mit 1 ccm PWS-LGsung versetzt.

Konzentration

+ PWS Merk PWS Bonz
der U-LOsung
|
09 Augenblickliche Fallung
2 °lo Fallung nach 20 Sek. Fallung nach 2 Min.
°o » » 30 Min. Nach 1 Stunde LOsung noch

ganz klar; nach 24 Stunden
hatte sich ein starker Krystall-
niederschlag gebildet.

2) cf. auch B. Schondorff, Pflugers Archiv, Bd. CXVII, S. 275
bis 290, welche Arbeit erst nach Niederschrift obiger Zeilen erschien.
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hierbei notigen Operationen ist vor allem bei dem Filtrat der
PWS-Fallung ein zu starkes Erwarmen zu vermeiden, welil
sonst ein grofRer Teil des Harnstoffs und vielleicht auch noch
andere Verbindungen zerstort werden.

Die aus dem

Phosphorwolframsaurenieder schlag

resultierende, schwach alkalische Losung wird bel niederer
Temperatur (ca. 35—40°) auf dem Wasserbade eingeengt; die
LOosung ist, wie oben erwahnt, frei von Substanzen, die mit
Bromlauge N abspalten. Daraus ist das Fehlen von Harnstoff
und Kreatin und die Abwesenheit von GuaninQ und Arginin3
zu erschlieBen. Von den gewoOhnlich angewandten Fallungs-
mitteln geben H2Pt.CI6, Hg(NO3)2, Jodjodkalium und Pikrinsaure
keine Niederschlage in dieser Losung; auch Silbernitrat gibt
weder In saurer noch in neutraler und In ammoniakalischer
Losung eine Fallung; hierdurch ist der Beweis flr das Fehlen
von Xanthinbasen (Xanthin, Guanin, Hypoxanthin und Adenin)
In diesem Auszug erbracht. Auch Histidin kann in dem Aus-
zug nicht enthalten sein, da die AgNO3-haltige Losung auch
auf vorsichtigen Zusatz von NH3 keinen Niederschlag gab.

HgCl2 und Kaliumwismutjodidldosung geben bel saurer Re-
aktion nur ganz geringflgige Niederschlage; eine wesentlich
starkere Abscheidung hat der Zusatz von Nesslers Reagens
zur Folge; die schwarzgraue Fallung hielt ich anfanglich far
metallisches Quecksilber, doch machte das Ausbleiben einer
Reduktion von Fehlingscher Losung und von ammoniakalischer
AgNO03-Losung diese Annahme unwahrscheinlich; eine nahere
Untersuchung ergab dann auch, dal3 nicht Hg-Metall, sondern
HgS vorlag.

) Nach Hufner (J. f. pr. Chem., Bd. lll, S. 1) spalten bei der
Behandlung mit Bcomlauge ithren N ganz oder teilweise ab: Kreatin,
Guanin und Huhnereiweil} ; dagegen unterbleibt die Abspaltung u. a. bel
Hippursdure, Taurin, Leucin, Tyrosin und Glykokoll.

) Stuhetz (M. f. Chem., Bd. XXVII, S. 601) zeigte, dal Glykokoll,
Alanin, Leucin, Glutaminsgure, Tyrosin, Lysin und Histidin mit Brom-
lauge keinen N abspalten, dal aber Arginin einen Teil seines Stickstoffs
abgibt.
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Da alle Ubrigen Mittel, aus der Losung etwas Greifbares
zu erhalten, versagten, versetzte ich die ganze LOsung mit
Nesslers Reagens, bis in einerProbe der Gber dem Niederschlag
stehenden Lo6sung Hg mittels eines Cu-Blechstreifens nach-
zuwelisen war. Sauert man das Filtrat vom HgS mit verdldnnter
H2S04 an, so entstent ein geringflgiger, ziemlich N-reicher
Niederschlag von brauner Farbe. Der Niederschlag l6st sich
nach dem Trocknen teilweise in Alkohol; beide — der alko-
holische sowohl wie der alkoholunldsliche Teil I6sen sich schon
In der Kalte leicht in Alkalien und werden aus diesen Ldsungen
durch Sauren wieder gefallt; die Ag-Salze sind in NH3 und
In HNO3 leicht l0slich; das Gesamtgewicht beider Salze zu-
sammen betrug nur 0,080 g; somit war eine weitere Unter-
suchung unmaoglich.

Die schwefelsaure Mutterlauge der braunen Fallung ver-
setzt man vorsichtig mit Kaliumwismutjodidlosung, bis ein
weiterer Zusatz keine Fallung mehr zur Folge hat. (Ein Uber-
schull des Fallungsmittels l6st den Niederschlag ziemlich leicht
wieder auf.)

Die Fallung ist zum groeren Teil anorganisch; der organi-
sche Teil besteht, wie unter dem Mikroskop zu erkennen ist,
aus prachtig granatroten Krystallchen. Der Niederschlag wird
abfiltriert, mit H2SO04-haltigem Wasser gewaschen und dann
mit frisch gefalltem Pb(OH)? zerrieben; die Entfernung des Jods
und des Wismuts aus dem Niederschlag gelingt ziemlich leicht
und rasch, fur das Filtrat der Kaliumwismutjodidfallung jedoch
sind sehr grof3e Mengen Pb(OH)? notig; die letzten Reste des
Jods entfernt man daher aus dieser LOsung besser mit AgZ0.
Geringe Mengen Pb (bezw. Ag) gehen bel diesen Operationen
stets in Losung und sind vor der weiteren Verarbeitung der
betreffenden LOsungen durch H2S zu entfernen.

Die nach all diesen eben kurz skizzierten Operationen
aus dem Niederschlag erhaltene LOsung engt man auf dem
Wasserbad auf ein kleines VVolumen ein und entfernt aus dieser
Fltssigkeit mittels Alkohol ein kleines Quantum anorganischer
Bestandteile (KNO3 und K2S04), die alkoholisch-wasserige Mutter-
lauge dieser anorganischen Stoffe gibt mit alkoholischer HgClI2-




Beitrage zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums. 79

L6sung sofort einen weilen krystallinischen Niederschlag, dessen
Menge sich beim Einengen noch etwas vermehrt. Die Krystalle
zeigen unter dem Mikroskop wiirfelartige Formen; sie sind in
Ather sehr schwer (oder gar nicht), in heiBem Alkohol ziem-
lich leicht 16slich. Nach dem Umkrystallisieren schmelzen sie
bel 245 °;1) aus der HgCI2-Doppelverbindung stellt man die
Platinchloriddoppelverbindung her und erhalt eine in Wasser
sehr leicht, in Alkohol unlGsliche gelbrote Verbindung vom
Schmelzpunkt 243°.

Loslichkeitsverhaltnisse der beiden DoppelVerbindungen,
Ihr Aussehen und ithre Schmelzpunkte lassen das Vorhanden-
sein von Cholin in diesen Verbindungen sicher erscheinen. Zur
Analyse reichte das Material nicht aus.

Im Filtrat der HgCI2-F&]lung ist nach Entfernung des Hg
durch H2S neben NHACL noch eine Spur organischen Materials
nachweisbar; mit ammoniakalischer AgNO03-L6sung erhalt man,
wie welter oben schon angedeutet, auch In dieser konzentrierten
Losung nicht die geringste Trubung: es sind also Xanthinbasen,
die durch Kaliumwismutjodid neben Cholin hatten geféllt werden
mussen, sicher auch nicht in den geringsten Spuren vorhanden.

Aus dem Filtrat des Kaliumwismutjodidniederschlags wird
Jod, Wismut und Silber in der oben angedeuteten Weise ent-
fernt. Das Filtrat vom Ag2S (und PbS) engte ich bis zur Bil-
dung einer Krystallhaut auf der Oberflache der FlUssigkeit ein.
Aus dieser Losung fallt nach dem Abkihlen auf Zusatz von
Alkohol eine erhebliche Menge anorganischer Salze aus; durch
Einengen des Filtrats dieses Niederschlags und nochmaligen
Zusatz von Alkohol erreicht man eine annahernd quantitative
Abscheidung des vorher in der LoOsung vorhandenen anorga-
nischen Materials ; das alkoholische Filtrat gibt mit alkoholischer
HgCl2-Losung nochmals einen geringen Niederschlag. Die Mutter-
lauge dieser Fallung enthalt nur noch anorganisches Material
In allerdings nur geringer Menge. Der HgCIl2-Niedersehlag 10ste
sich zum Teil In kochendem Alkohol; doch liely sich aus dieser
Losung etwas Greifbares nicht mehr isolieren.

*) Die Verbindung C5HINOCI 6 HgCIl2 schmilzt bei 243° (Gule-
witsch, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 513).
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Der in absolutem Alkohol unlosliche Teil der HgCl2-Fallung
ISt rein anorganisch und enthalt, wie eine qualitative Unter-
suchung ergab, eine Doppelverbindung von KCI und HgCI2. Ver-
bindungen dieser Art sind in der Literatur einige beschrieben (z.B.
2HgCI2 + KCI + 2H.20; HgCI2. KCI + H20; HgCl2 » 2KC1. H20) ,
alle sind in Wasser leicht, in Alkohol dagegen nur wenig l6slich.
Das

Filtrat vom Phosphorwolframsaureniederschlag

wird nach Entfernung der PWS und der H2S04 durch Baryt
und des Barytlberschusses durch CO2, bei niederer Temperatur
(Max. 43°) auf dem Wasserbad eingeengt; NH4-Salze finden
sich in dieser Losung nicht (Probe mit Nesslers Reagens).
Um zu priafen, ob neben Harnstoff, der in dieser Ldsung sich
finden mullte, noch andere N-Verbindungen vorhanden seien,
wurde In aliquoten Teilen der Losung eine Gesamt-N-Bestim-
mung (nach Kjeldahl) und eine Harnstoffbestimmung nach
Knop-Hufner ausgeflnhrt.
Gesamtvolumen der eingeengten LOsung:l) 560 ccm.

Gesamt-N-Bestimmung:
a) 10 ccm LOsung geben 25,70 ccm n/io-NH3 = 0,0360 g N

b) 10 » » y 2540 » » = 0,0356 » »
Also finden sich im Mittel in 100 ccm Ldsung:
0,358 g N.

Harnst offbe Stimmung :

4,77 ccm Losung geben 12,75 ccm N bel 21,5° und 723 mm.
Unter Zugrundelegung der Hufnersehen Konstanten (1 g Harn-
stoff liefert 354,3 ccm N bei 0° und 760 mm gemessen) finden sich in
4,77 ccm 0,01442 g N in Form von Harnstoff; in 100 ccm somit
0,302 g N
entsprechend 85°/0 des Gesamtstickstoffs.

Die eingeengte Losung wird mit einer ziemlich konzen-
trierten Merkurinitratlosung versetzt, bis eine aus der Losung

genommene Probe mit NaHCO3-Brei sofort eine gelbe Fallung
gibt. Dann gibt man zu der Losung Baryt, bis die Uber dem

) Der Alkoholauszug war gewonnen aus 45 Litern Serum; es
sind also in 1000 ccm Serum 0,0445 g N in alkoholloslicher Form ent-
halten (rund 0,0043 /o).
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Niederschlag stehende LOsung nur noch ganz schwach sauer
reagiert, filtriert den Niederschlag nach mehrstindigem Stehen
ab, wascht ithn wiederholt mit Wasser, zerteilt ihn schlie3lich
In Wasser und entfernt das Hg durch H2S. Aus dem Filtrat
vom HgS verjagt man den H2S durch einen Luftstrom und
schittelt die klare Losung mit geschlemmtem BaCOs, bis kein
Kohlendioxyd mehr entweicht und die Losung neutral reagiert.
Diese LoOsung engt man — anfanglich auf dem Wasserbad bel
niederer Temperatur, dann im Vakuum Uber H2S04 — ein bis
zum Sirup; dabei scheidet sich ein grofRer Teil des Ba(NO03)?
In feinen Krystallen, die sich leicht abtrennen lassen, aus; bel-
gemengt ist thnen eine geringfliigige Quantitat organischen Ma-
terials, das jedenfalls von Stoffen, die mit Bromlauge N ent-
wickeln, nichts enthalt: Den Sirup 148t man, um alkoholunlosliche
Substanzen zu entfernen, In viel absoluten Alkohol einfliel3en,
gielt die klare Losung von dem Niederschlag ab, l0st diesen
In wenig Wasser und wiederholt das Einfliellenlassen in Alkohol.
Der Niederschlag fallt anfangs als eine zdhe Masse aus, die
sehr schwertrocken zu bekommen ist; wiederholt man jedoch das
Umfallen 3—4 mal, so wird der Niederschlag allmahlich kru-
melig und laRt sich sehr leicht und rasch trocknen.

Die verschiedenen Alkoholmutterlaugen engt man bei etwa
40° ein, Ubergiel3t den Ruckstand mit Alkohol (absolut.) und
bringt das eventuell UngelOoste zu dem in Alkohol unldslichen
Hauptteil (s. S. 84).

Die etwas eingeengte absolut alkoholische Ldsung versetzt
man mit soviel Essigather, dal ein weiterer Zusatz keine Tribung
mehr zur Folge hat; die Fallung trennt man ab und bringt sie
ebenfalls zu dem in Alkohol Unléslichen. Sollte die Alkohol-
Essigesterlosang nach all diesen Operationen noch Ba(NO03)2 ent-
halten, so mul} das Einengen zum Sirup, L6sen in Alkohol und
Fallen mit Essigester wiederholt werden, bis alles Ba(NO03)2
entfernt ist.

Die Alkohol-Essigesterlosung bringt man zur Trockene und
Ubergiel3t den Ruckstand mit ganz wenig absolutem Alkohol,
man entzieht dem Rickstand auf diese Weise neben ganz ge-
ringen Mengen Harnstoff eine gelbe oOlige Substanz (s. S. 83),

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LIII. 6
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wahrend die Hauptmenge Harnstoff bel vorsichtigem Arbeiten
ungel6st bleibt. Man gibt zum Ruckstand viel Alkohol — ein
kKleiner gnorganischer Rest bleibt ungelost — und gibt zu dieser
Losung Ather, um die letzten Spuren von Ba(N03)? zu entfernen.
Man filtriert, bringt das klare Filtrat zur Trockene, krystallisiert
den RUckstand nochmals aus Alkohol um und lost die hierbei
erhaltenen Krystalle nochmals in Wasser.l) Beim Verdunsten
dieser wasserigen Losung erhalt man prismatische Krystalle,
die nach dem Trocknen bei 105° bei 131° (unkorr.) schmelzen.
Der bei vorsichtigem Schmelzen bleibende Rickstand gibt die
Biuretreaktion; die wasserige Losung der Krystalle gibt mit
Bromlauge und mit HNO? ein farbloses Gas; mit Oxalsaure und
konzentrierter HNO3 erhalt man die flr oxalsauren bezw.
salpetersauren Harnstoff charakteristischen Krystalle. Die ganze
auf diesem Wege erhaltene Quantitat betrug 1,2 g analysen-
reines Material: die N-Bestimmung einer bei 105° getrockneten
Probe ergab auf reinen Harnstoff stimmende Zahlen:

0,3562 g geben 63,8 ccm N bei 15°, 739 mm (H20)
Gefunden: 46,57°/0 N; Berechnet fur: CO(NH2)? 46,72°/0 N.

Die Reindarstellung des Harnstoffs nach dem angegebenen
Verfahren ist allerdings ziemlich umstandlich und zeitraubend;
doch gelang es mir nur auf diesem Wege, ein analysenreines
Praparat zu erhalten; auch nach dem Verfahren von Gottlieb,?)
der den Harnstoff in Form der Oxalsaureverbindung aus Blut
Isolierte, erhielt ich keine vollkommen reine Substanz, erst nach
mehrmaligem Umkrystallisieren erhalt man bel der Analyse
annahernd auf oxalsauren Harnstoff stimmende Zahlen:

0,1275 g geben 0,1081 g CO? und 0,0579 g H20

Gefunden Flr (CO(NH2)2)2+ (COOH)2 berechnet
G = 23,12° 22,83 °lo
H = 5,06°0 4,79 °lo

Entfernt man die Oxalsaure durch BaCQ03, engt das Filtrat
bel niederer Temperatur (etwa 35/40°) zur Trockene ein und

*) Hierbei bleibt als Rickstand eine ziemlich N-reiche organische
Substanz neutraler Natur, deren weitere Untersuchung jedoch der ge-
ringen Menge wegen unmdglich war.

2) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLII, S. 238.
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zieht den Rickstand mit absolutem Alkohol aus, so bleibt beim
Verdunsten dieser Losung neben Harnstoffkrystallen wieder eine
allerdings nur geringe Menge des schon oben erwahnten gelben
Ols zurtick.

Uber die Natur dieses gelben 01s habe ich nichts Naheres
ermitteln konnen, da die mir zur Verfigung stehende Quantitat
eine Untersuchung ganz aussichtslos erscheinen lie}; die eben
erwahnte Beobachtung, dall auch aus anscheinend vollkommen
reinem oxalsauren Harnstoff dieses Ol erhalten wurde, &Rt
mich vermuten, dall wir es nicht mit einem urspringlichen Be-
standteil des Serums zu tun haben, sondern daB das 01 ein
Umwandlungsprodukt des Harnstoffs — und vielleicht identisch
Ist mit dem «Urein» von Ovid Moore, flr das man ja nach
den Untersuchungen von Lippichl) eine Entstehung aus Harn-
stoff annehmen mulf3; flr diese Annahme scheint mir auch die
Tatsache zu sprechen, daR dieses 01 sich so aufRerordentlich
schwer nur vom Harnstoff trennen laft.

Was die Menge des im Blut enthaltenen Harnstoffs anlangt,
so stellen natlrlich die von mir isolierten 1,2 g nur einen
Bruchteil der tatsdchlich vorhandenen Quantitat dar; eine quanti-
tative Bestimmung ist auf dem von mir eingeschlagenen Wege
nicht moglich; es war aber auch eine solche um so weniger not-
wendig, als schon seit langerer Zeit recht gut tbereinstimmende
Angaben verschiedener Forscher Uber den Harnstoffgehalt des
Pferdeblutes vorliegen. Kaufmannz?) gibt den Gehalt des Pferde-
blutes an Harnstoff auf 0,032—0,052°/0; Schondorffd) auf
0,023—0,0505°/0 an. Sind diese Zahlen auch mittels indirekter
Methoden erhalten worden, so spricht doch das Ubereinstimmende
Resultat der nach 2 verschiedenen Methoden erhaltenen Werte
fur thre Richtigkeit. Analysiert haben den aus Blut isolierten
Harnstoff zum ersten Male VVerdeuil und Dollful3.4)

0 Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 160.

*) Archive de Physiol.,, Bd. XXVI, S. 531.

3) Pflugers Archiv, Bd. LXIII, S. 192,

4) Annalen, Bd. LXXIY, S. 214. Eine sehr eingehende Zusammen-
stellung Uber das Vorkommen und den Nachweis von Harnstoff in Blut
usw. findet sich bei Schondorff, Pfligers Archiv, Bd. LXXIV, S. 307.

6*
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Die alkoholunldslichen Anteile der Hg(NO3)2-Fallung (siehe
S. 81) lost man in Wasser; organisches Material ist in ge-
ringer Menge noch vorhanden:; ob auch organisch gebundener
N in der Losung sich findet, habe ich wegen der gro3en Menge
Ba(NO03)2, die In der Losung enthalten war, nicht entscheiden
konnen.

Die Lo6sung gibt nur mit Hg(NO3)? eine Fallung; alle
tbrigen Fallungsmittel—Kaliumwismutjodid, Nesslers Reagens,
Jodjodkalium, H2PtCIl6, HgCl2, Bleiacetat, Pikrinsaure — geben
keine Niederschlage. Ich arbeitete die Ldsung daher in folgender
Weise auf.

Die heil’e, vollkommen neutrale LOsung versetzt man vor-
sichtig mit heil3er CuSO04-L6sung, bis eben kein Niederschlag
mehr entsteht. Man 14t abklUhlen, entfernt das BaS04 und
kocht das Filtrat mit frisch gefalltem Cu(OH)2 wobei jedoch
nur ganz geringe Mengen aufgenommen werden. Das Filtrat
vom Cu(OH)? ist, wenn man vorsichtig gearbeitet hat, frei von
Ba und H2S04; diese Ldsung engt man auf dem Wasserbad
ein; da auch bel langerem Stehen etwas Festes direkt nicht
zu erhalten war, versuchte ich mit Hilfe verschiedener Losungs-
mittel eine Zerlegung des Gemenges zu erreichen; die ver-
schiedenen Fraktionen — die man mittels Alkoholl) erhalt, sind
zum grolkeren Teil anorganisch; nur 3 Fraktionen enthalten
organische Substanz und gerade diese Fraktionen sind so klein,
dald selbst die Untersuchung aller 3 zusammen aussichtslos
erscheinen mul3te.

Die Mutterlauge des Merkurinitratniederschlags
befreit man durch H2S vom Hg, entfernt aus dem Filtrat vom
HgS den H2S durch einen Luftstrom, neutralisiert die L6sung
mit Ba(OH)2 und engt schliellich bel ca. 50° ein. Beginnt auf
der Oberflache der FlUssigkeit eine Krystallhaut sich zu bilden,
so lalt man erkalten, entfernt die ausfallenden Krystalle und
gibt zum Filtrat Alkohol, bis ein weiterer Zusatz keine Fallung
mehr hervorruft; die Fallung ist rein anorganisch (Ba(NO03)2);
die Mutterlauge engt man auf dem Wasserbad bis zum Sirup

" Nur Alkohol erwies sieh — iIn verschiedener Verdinnung —
fur meine Zwecke brauchbar.
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ein; dieser Sirup reduziert Fehlingsche Losung direkt ziemlich
schwach, kraftigt jedoch nach kurzem Kochen mit verdinnter
H2S04. Der Sirup wird in wenig Wasser gel6st, diese Losung
mit CO? gesattigt und bei 0° mit Ba(OH), im UberschuB ge-
schuttelt; die alkalische Losung sattigt man bei 0° nochmals
mit CO2, entfernt das Baryumcarbonat rasch und a3t das klare
Filtrat fir einige Tage Im Eis stehen.

Nach diesem von Siegfriedl) angegebenen Verfahren
sollten unter weiterer Einhaltung der vonSiegfried angegebenen
Bedingungen die Baryumsalze der aus eventuell vorhandenen
Aminosauren durch CO”-Anlagerung entstehenden Carbamino-
verbindungen isoliert werden.

Ich erhielt allerdings auf Zusatz von kaltem Alkohol zu
der mit CO2 gesattigten Losung Niederschlage in ganz geringer
Menge, die die Baryumsalze organischer Sauren darstellten.
Kocht man jedoch die Niederschlage mit Wasser, entfernt das
BaCO03, dampft das Filtrat zur Trockene ein und zieht den
Ruckstand mit Alkohol aus, so geht in den Alkohol nur eine
ganz minimale Menge einer N-haltigen Substanz (Hippursaure?);,
die Quantitat war jedoch so gering, dal3, nachdem die N-Reaktion
mit einem ganz kleinen Teil angestellt worden war, der Rest
nicht einmal mehr zu einer Schmelzpunktbestimmung aus-
reichte. Der alkoholunltsliche Ruckstand ist N-frel.

Das Filtrat der «CarbaminoVerbindungen» engt man bis
zum Sirup ein und entzieht diesem mittels Alkohol das organische
Material; um diese Losung von anorganischen Bestandteilen
moglich zu befreien, empfiehlt es sich, diese alkoholische LAsung
nochmals bis zum Sirup einzuengen und diesen wieder mit
Alkohol aufzunenmen. Aus dieser Ldsung liel3 sich eine geringe
Menge Cholin2) in der schon S. 79 beschriebenen Weise mittels
HgCI2 isolieren. Aus dem Filtrat der HgCIl2-Fallung war nach
Entfernung des Quecksilbers und der Salzsaure (mittels Ag20)

b Berichte, Bd. XXXIX, S. 397; Diese Zeitschrift, Bd. XLIY, S. 85;
Bd. XLYI, S. 401.

2) Das Auftreten von Cholin im Filtrat vom PWS-Niederschlag ist
aus der Leichtloslichkeit der PWS-Cholinverbindung in Gberschissiger
PWS zu erklaren.
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nichts mehr zu erhalten; organisches Material war nur noch
ganz wenig vorhanden; N in organischer Bindung fehlte voll-
standig.

Auf Grund der bis jetzt beschriebenen Versuche sind in
dem durch PWS nicht fallbaren Teil des Alkoholauszugs mit
Sicherheit nur Harnstoff und Cholin nachgewiesen. Es scheinen
jedoch einzelne Tatsachen, so vor allem das neben Harnstoff
sich findende OI1) flr das VVorhandensein noch anderer N-haltiger
Verbindungen zu sprechen; ich suchte daher auf einem etwas
anderen Wege das Resultat der ersten Untersuchung sicher
zu stellen und vor allem auf etwaige andere N-haltige Bestand-
teile zu fahnden.

Zu diesem Zwecke engte ich das Filtrat der PWS-Fallung,
nachdem Uberschissige PWS, H2S04 und schlie3lich auch der
Baryt entfernt waren, auf dem Wasserbad bei niederer Tempe-
ratur bis zum Sirup ein, diesen Sirup versetzte ich mit vie
absolutem Alkohol, filtrierte das in Alkohol Unldsliche ab uno
kochte diesen ungelosten Teil nochmals mit absolutem Alkoho
aus. Der alkoholunldsliche Teil besteht aus anorganischem und
N-freiem organischen Material, wobel das letztere gegeniber
dem ersten jedoch sehr zurlcktritt.

Die alkoholische Losung wird bel niederer Temperatur
eingeengt, bis auf der Oberflache der Flussigkeit eine Krystall-
haut sich bildet; ich suchte dann aus dieser LOsung mittels
Oxalsaure den Harnstoff auszufallen, doch mufste ich mich bald
Uberzeugen, dall eine auch nur annahernd quantitative Fallung
auch in alkoholischer L6sung nicht maoglich ist. Aus dem Fil-
trat der Oxalsaurefallung entfernte ich die Oxalsdure mittels
Kalkwasser. Ein Teil des Uberschussigen Ca(OH)?2 lafdt sich aus
dem Filtrat von Calciumoxalat mittels CO? entfernen. Versuche
aus dem Filtrat vom CaCO03 durch Ausschitteln mit Essigester
den in der Losung noch vorhandenen Rest des Harnstoffs zu
entfernen, schlugen fehl.

Ich engte daher die Losung auf dem Wasserbad bei 35°
moglichst weit ein, brachte den Syrup ins Vakuum tber H2S04,
bis der grolite Teil der Feuchtigkeit entfernt war, und troek-

*) Sofern man es als primarer Natur betrachten will.
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nete die Masse schliel3lich bei 80°. Trotzdem vorauszusehen
war, dal der Harnstoff durch diese letztere Operation zerstort
werden wirde, und es nicht ausgeschlossen war, dal3 auch
eventuell noch vorhandene andere Verbindungen dasselbe Schick-
sal erleiden wirden, sah ich iIn diesem Verfahren die letzte
Maoglichkeit, den Harnstoff zu entfernen. Denn die Fallung mit
Hg(NO03)2, die grolie Mengen der bel weiterem Aufarbeiten sehr
lastigen Salpetersaure in die Ldsung brachte, wollte ich eben
aus diesem Grunde umgehen und bel der Zersetzung des Harn-
stoffs durch salpetrige Saure, das einzige Verfahren, das aul3er-
dem noch zur Entfernung des Harnstoffs hatte in Betracht
kommen konnen, war mit der GOwilSheit der Zersetzung auch
anderer Substanzen zu rechnen.

Die bei 80° getrocknete Masse wurde wiederholt mit ab-
solutem Alkohol ausgekocht; die L6sung hinterla3t beim Ver-
dunsten einen gelben zahen Sirup, aus welchem nach etwa
1—2tagigem Stehen kleine Krystalle zum Vorschein kommen.
Die Krystalle lassen sich verhaltnismalig leicht abtrennen,
wenn man den Ruckstand mit wenig Alkohol vorsichtig an-
rahrt. Einmal isoliert, sind sie in Alkohol recht schwer 16slich,
wahrend vor der Isolierung die fremden Beimengungen die
Loslichkeit aulierordentlich erhdhen: in Wasser sind sie ziem-
lich leicht, in Ather gar nicht I6slich; nach dem Umkrystalli-
sieren aus Wasser und Trocknen uber H2S04 im Vakuum
schmelzen sie ziemlich scharf bel 99°. Erhitzt man eine kleine
Probe fur sich, so wird NH3*) abgespalten; als Ruckstand
hinterbleibt reines Calciumoxyd.

Die vakuumtrockene Substanz gab bei der Analyse fol-
gende Zahlen:

0,0879 g geben 0,0848 g CO2 und 0,0477 g H20

0,0966 » » 8,7 ccm N bel 19° und 736 mm
0,0879 » » 0,0352 g CaS04
Gefunden: G = 26,31°/0
H = 6,07°0
N = 10,11°
Ca = IlI,50°/o

O Eine wasserige Losung der Krystalle bleibt auf Zusatz von
Nesslers Reagens vollkommen Klar.
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FlOr eine Verbindung von der Zusammensetzung CI15H3IN5020Ca?

verlangt die Theorie: C = 26,1°0
H = 5,68%
N = 10,15°/
Ca = 11,99°0

Diese Formel kann einer einheitlichen Verbindung nur
unter der Annahme, dal sie Krystal]wasser enthalt, zukommen.
Fur die Annahme, dal} eine Verbindung mit hohem Krvstall-
wassergehalt vorliegt, spricht die Beobachtung, dal die Sub-
stanz bel vorsichtigem Erhitzen erst «schmilzt» und dann
wieder fest wird, um sich bei weiterem Erhitzen ohne noch-
maliges Schmelzen vollstandig zu zersetzen. Da Im Vakuum
Uber H2S04 das Wasser nicht entfernt werden konnte, und
selbst sehr vorsichtiges Erhitzen bis zum Schmelzpunkt, wie
schon erwahnt, auch eine NH3-Abspaltung zur Folge hatte,
multe eine gesonderte Wasserbestimmung unterbleiben. Wie
die oben aufgestellte Formel zu zerlegen ist, iIst naturlich un-
gewil3; am wahrscheinlichsten dinkt mir folgende Formulierung.

CI5HISN508Ca, + 12 H20.

Die Mutterlauge der eben beschriebenen Ca-Verbindung
enthalt nur wenig organisches Material mehr; N-haltige Be-
standteile fehlen vollstandig.

Die Aufarbeitung des in Alkohol unl6slichen Rickstandes
(siehe S. 87) geschah in folgender Weise:

Ich loste den Rickstand in Wasser, entfernte mittels
AQ20 die Salzsaure, sauerte das Filtrat vom AgCl mit ver-
dinnter H2S04 an, fallte durch H2S das Ag und entfernte
schlieldlich in bekannter Weise die H2S04. Das Filtrat vom
BaCOg gibt mit keinem der gebrauchlichen Fallungsmittel einen
Niederschlag; ich engte daher die L6sung vorsichtig bis zum
Sirup ein und liel3 diesen unter Umrthren in Alkohol einfliel3en
der Niederschlag wird nach dem Auswaschen mit Alkohol in
wenig Wasser gelOst, durch vorsichtigen Zusatz von H2SO04
entfernte ich geringe Mengen Ba und suchte aus der einge-
engten LOsung das geringe Quantum N-haltiger Substanz, das
sich hatte nachweisen lassen, zu isolieren — jedoch ohne
Erfolg: die Menge war zu gering; nur soviel konnte ich fest-
stellen, dal} Substanzen, die mit Bromlauge N entwickeln, fehlen.
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Die alkoholische Ldsung wird eingeengt, als Ruckstand
bleibt eine anfanglich feste, weile Masse, die jedoch an der
Luft sehr rasch Feuchtigkeit anzieht, sich dabei gelb farbt und
verschmiert. Stickstoff ist reichlich vorhanden, zum Telil, wenn
nicht vollstandig in einer Form, aus der er durch Bromlauge
In elementarer Form abgespalten wird; NH4-Salze und Harn-
stoff lassen sich nicht nachweisen. Die Losung (in \Wasser)
reduziert heim Kochen Fehlingsche Lo6sung; ebenso auch
Quecksilberoxyd; diese Beobachtung liell mich die Gegenwart
von Kreatinin vermuten, doch gab die Ldsung auch nach dem
Kochen mit einigen Tropfen verdtnnter H2S04 keine Kreatinin-
reaktionen; beim Kochen mit verdinnter H2S04 wird eine ge-
ringe Menge einer braunen (huminardgen) Substanz abgeschieden,
die jedoch nicht naher untersucht werden konnte. Aus dem
Filtrat dieser Abscheidung erhadlt man nach Entfernung der
H2S04 durch BaCQ03 auf Zusatz von Alkohol eine anorganische
Fallung. Im Filtrat dieser Fallung ist die N-haltige Substanz
noch vorhanden, doch gelang es mir nicht, etwas Brauchbares
zu 1solieren, da direkt nichts Festes sich abschied, und auch
die gebrauchlichen Fallungsmittel Niederschldge nicht gaben.

Durch die Extraktion mit Ather und mit Alkohol ist der
weitaus grofte Teil der organischen Bestandteile des einge-
dampften Serums entfernt.

1,9957 g des lufttrockenen RuUckstandes hinterlassen beim
Gluhen Uber dem Geblase 1,7895 g Asche; somit sind in dem
durch Ather (Petrolather) und durch Alkohol erschopften Riick-
stand noch rund etwa 10°/0 organisches Material vorhanden.

Der Gluhrickstand enthalt etwas Ca, hauptsachlich Na,
wenig N und Spuren von Fe; von Sauren HCIl, H2S04 und
H3PO4.

C. Auszug mit Wasser.

An die Extraktion mit absolutem Alkohol sollte sich nach
meinem ursprunglichen Plan die Extraktion mit Wasser an-
schliefen. Doch wurde diese Absicht nur bei 4 Serumportionen
vollstandig durchgefihrt und die LOosung in der unten beschrie-
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benen Weise aufgearbeitet: denn die hierbel erhaltenen Re-
sultate ermutigten nicht zu weiteren Versuchen in dieser Richtung.

Das zu extrahierende Material (aus 48 1 Serum) wurde
solange mit Wasser von Zimmertemperatur unter wiederholtem
Erneuern des Wassers geschuttelt, bis nichts mehr in LOosung
ging; die In kaltem Wasser unl6slichen Teile wurden durch
Auskochen von den letzten Anteilen wasserloslicher Substanzen
befreit.

Beim Ansauern dieser Auszige (mit verdinnter H2S04)
schied sich In braunen Flocken eine Substanz ab, welche die
Biuret-, Xanthoproteinsaure-, Millonsche- und Schwefelblel-
reaktion gab und dadurch als Eiweil3korper sich charakterisierte.
Aus dem Filtrat dieses Eiwellistoffs wurden, nachdem zuvor
In einem aliquoten Teil der Gesamt-N bestimmt worden war
(siehe Tabelle V), in der gleichen Weise wie beim Alkohol-
auszug durch PWS die basischen Bestandteile ausgefallt.

Tabelle V.
| Zur | ' Durch
Gesamt- AnalIJyse (GEMNdeN  Gesamt- | pws
N volumen verwendet ~ ““" N | gefallt
ccm  ccm %
* 71Serum a 450 30 53 in 420 comS
0,104 ¢
b) 850 50 2,05 in 850 ccm
0.049 s
2. 2351 Serum a) 880 30 8,72  In 850 ccm
b) 930 50 524 in 930 ccm;
0,136 ¢
3. 9 1 Serum a) 515 30 6,47  In485ccm
0,146 ¢ 50
b) 530 50 492 In530 ccm
0,073 ¢
4, 8 1 Serum @) 300 20 7,80 Jin 280 ccm
0,153 g -
b 30 460 N340 ccm
) 349 0,073 ¢

Bemerkung zu Tab. V: a) bedeutet: LoOsung vor der Fallung mit PWST>
bl » : » nach » » > »
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Phosphorwolframsaurenie derschlag.

Die Fallungl) wurde In bekannter Weise von PWS, H2S04
und Baryt befreit, ein UberschuR von Baryt durch CO2 aus
der Losung?) entfernt. Das Filtrat vom BaCO03 wurde stark
eingeengt und mit einigen Tropfen verdunnter HNO3 bis zur
schwach sauren Reaktion versetzt; aus der schwach salpeter-
sauren LoOsung hoffte ich mittels AgNO3 von Xanthinbasen
Xanthin, Guanin und Hypoxanthin ausfallen und deren Ag-Ver-
bindungen durch kochende HNO3 (D 1,1) vom beigemengten AgCl
abtrennen zu konnen, doch wurde durch die Salpetersaure
absolut nichts aus dem Niederschlag herausgelGst; nach der
Entfernung des Ag aus dem Niederschlag gab denn auch das
Filtrat vom Ag2S mit PWS kaum eine Tribung.

Das schwach saure Filtrat der AgNQO3-Fallung wurde,
nachdem ich mich Uberzeugt hatte, dal in einer Probe auf
Zusatz von Ba(OH)! sofort ein graubrauner Niederschlag ent-
steht, mit (festem) Baryumhydroxyd im UberschuR versetzt.
Die weitere Behandlung des hierbei entstehenden Niederschlags
geschah nach den Angaben von Kossel und Kutscher;3)
Arginin und Histidin lieen sich nicht auch nur in Spuren nach-
weisen.

Das Filtrat der Silber-Barytfallung wird durch vorsichtigen
Zusatz von H2S04 von Baryt befreit, in neutraler Losung ein-
geengt, nach dem Abkuhlen auf einen Gehalt von 5°/o0H2S04
gebracht und mit PWS versetzt. Aus der Fallung4) wurden
nach der bekannten Verarbeitungsweise minimale Mengen or-
ganischen Materials, das nicht weiter untergebracht werden
konnte, erhalten. Das Filtrat war frel von organischen Stoffen.

1) Die Fallung enthielt stets verhaltnismaliig viel Alkalien, vor
allem Kalium.

2) Die Niederschldge wurden jedesmal mindestens 5—6mal aus-
gekocht und die heil’e Waschfllssigkeit sofort abgesaugt.

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165.

4) Schon bel dieser Gelegenheit machte ich die beachtenswerte .
Beobachtung, dal} ein grofler Teil des N, der durch PWS geféllt worden
war, in dem Gemenge von Baryumphosphorwolframat und -Sulfat in
einer Form sich fand, die durch Wasser aus dem Niederschlag nicht
ausgezogen werden konnte.
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Wenn nun auch die Isolierung bestimmter Verbindungen aus

dieser PWS-(Haupt-)fallung nicht gelangt, so kann man doch

aus den angesteliten Versuchen den sicheren Schluly ziehen,

dald Xanthinbasen, ferner Arginin, Histidin und Lysin fehlen.
Auch die Aufarbeitung des

Filtrates vom Phosphorwolframsaureniederschlag

gelang nicht in der gewinschten Weise. Die Entfernung der
Uberschussigen Fallungsmittel geschah hier genau in der gleichen
Weise wie bel dem PWS-Niederschlag. Vor diesen Operationen
fanden sich im Filtrat vom PWS-Niederschlag 0,331 g N (siehe
Tabelle V, Summe b [1—5]). Nach Entfernung der PWS und
der H2S04 und des Barytlberschusses war das Gesamtvolumen
200 ccm.

Hiervon wurden 10 ccm nach Kjeldahl verascht.

Diese 10 ccm lieferten 5,13 ccm n/io-NH3; somit sind iIn
200 ccm enthalten 0,144 g N; im Niederschlag von BaS04 und
Baryumphosphorwolframat finden sich demnach 0,187 g N
— 56°/o des durch PWS nicht fallbaren Stickstoffs.l) Schon
beim 1. und 2. Auskochen des Barytniederschlags mit Wasser
waren nur kaum noch Spuren von N, wovon ich mich durch
Veraschen eines aliquoten Teils des Waschwassers Uberzeugte,
In LOsung gegangen; bel weiterem Auskochen war Uberhaupt
kein N mehr im Waschwasser nachzuweisen.

Die Menge des Barytniederschlags war ziemlich klein;
denn es waren zur Fallung nur rund 25 ccm einer 33°/oigen
PWS (in 5°/oiger H2S04) verwendet worden; damit ware dem
Einwand, dal eben doch nicht genligend ausgewaschen worden
sel, der nach den Angaben von E. Fischer,2) dall «das Aus-
waschen der (PWS)-Niederschlage bei groReren Operationen
nicht so leicht sei», nicht unberechtigt erscheinen kdnnte, wohl
begegnet.

0 Es war beim Ausféllen der Uberschissigen Sauren mit Ba(OH)?
wiederholt gepruft worden, ob nicht vielleicht alkalisch reagierende
Dampfe entweichen; das gleiche geschah auch beim Auskochen (6mal)
der Niederschlage; in beiden Fallen jedoch mit negativem Resultat.

2) Ber., Bd. XXXIX, S. 547 f.



Beitrdge zur Kenntnis der organischen Bestandteile des Serums. 93

Auch Kossel und Kutscherl) haben die Beobachtung
gemacht, dal} unter Umstanden ein Teil des N in dem BaSO0:-
Niederschlag in einer durch kochendes Wasser nicht extrahier-
baren Form sich findet. Welcher Art dieser «Humin»-N, wie
Kossel und Kutscher diesen Teil bezeichnen, ist, ob er viel-
leicht in Beziehung zu bringen ist mit den Stoffen, die Schmiede-
berg?) als «Melanoidinsduren» bezeichnet, lassen diese Au-
toren unentschieden.

Da die Kenntnis auch dieser Stoffe von Wichtigkeit ist,
ihre Isolierung aus dem BaSO04- und Baryumphosphorwolframat-
gemenge vor allem ihrer geringen Menge wegen mit ziemlichen
Schwierigkeiten verkndpft war, habe ich die weitere Prifung
dieser Frage zunachst unterlassen, vor allem auch weil ich
auf anderem Wege leichter zum Ziel zu kommen hoffte. Hervor-
gehoben mag aber werden, daR diese Beobachtung die Ver-
wendung von PWS, besonders bei Untersuchungen, wobel es
auf die Isolierung samtlicher N-haltiger Bestandteile ankommt,
nicht geraten erscheinen laft.

Die aus dem Filtrat vom PWS-Niederschlag resultierende
Losung, die nach Abzug der fur die Analyse verbrauchten
Quantitat noch 0,1368 g N enthielt, wurde nach dem Verfahren
von Fischer und Bergeild) mit B-Naphtalinsulfochlorid ge-
schittelt. Ich fand es jedoch zweckmaBiger, statt nur zwel
Molekile Chlorid deren drei zu verwenden und nach der Kon-
gensation die saure LOsung wiederholt (bis zu 10 mal) mit
Ather auszuschutteln.4)

0 Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165f.

2) Arch. f. experim. Path. u. Pharm., Bd. XXXIX, S. 65f.

3) Ber., Bd. XXXV, S. 3779.

4) Von einer Lésung, die in 200 ccm je 1,5 g Glykokoll, Alanin,
Leucin, Tyrosin, Asparaginsaure und Glutaminsdure enthielt, werden
20 ccm (= 0,1054 g N) mit soviel KOH versetzt, dall Lackmuspapier eben
ganz schwach geblaut wird. Hierauf werden noch 5 ccm n/i-KOH zu-
gefigt, ferner 3,5 g R-Naphtalinsulfochlorid in Atherlosung und dieses
Gemenge geschittelt; in Intervallen von 11/* Stunden flgte ich noch
dreimal je 11,1 ccm n/i-Lauge zu, hob den Ather ab, fiigte der alkalischen
LOosung die der verbrauchten Kalilauge aquivalente Menge H2S04 zu, liel3
Uber Nacht in Eis stehen, filtrierte andern Tags den Niederschlag ab und
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Nach der Kondensation mit B-Naphtalinsulfoehlorid be-
trug das Volumen der Flussigkeit noch 300 ccm (entsprechend
190 ccm vor der Kondensation).

20 ccm dieser Losung geben 6,13 ccm nlio-NH3, somit
sind in 300 ccm enthalten 0,1294 g N; diese 300 ccm ent-
sprechen 190 ccm der urspringlichen Losung, die enthalten
0,1368 g N; die Differenz — 0,0074 g N — ist, wenigstens zum
Tell wohl auf Rechnung unvermeidlicher Verluste bei der Kon-
densation und bei dem dann folgenden Ausschiitteln mit Ather
zUu setzen, denn die Anteile, in welchen die N-haltigen Konden-
sationsprodukte zu suchen waren, erwiesen sich bis auf einen
minimalen Rest, der nicht weiter untersucht werden konnte,
als N-frel.

In der sauren LOsungl) geben nur Tannin und Kalium-
wismutjodid noch greifbare Fallungen, wegen der Schwierig-
keiten, welche die Entfernung eines Tanninuberschusses aus
der Losung mit sich gebracht hatte, vermied ich die Anwen-
dung dieses Fallungsmittels und griff darum zum Kaliumwismut-
jodid; der durch dieses Reagens geféllte Niederschlag ist so
gut wie vollstdandig N-frei. Vor der Fallung fanden sich nach
Abzug der fur die Analyse verbrauchten Quantitat in der LO-
sung 0,1209 g N; nach der Fallung waren noch 0,1178 g N
vorhanden.

Eine Trennung von organischem und anorganischem Ma-

wusch thn mit kaltem Wasser nach. Im Filtrat und Waschwasser wird
der N-Gehalt bestimmt.
Gefunden: 44,9 ccm n/io-NH3 — 0,0629 g N.

Also sind nur 40,4°0 des Gesamt-N in Reaktion getreten. In
zwel anderen Proben verfuhr ich genau gleich, fligte jedoch statt 3,5 ¢
Chlorid 52 g (= 3 Mol) in Atherlésung zu und schuttelte nach der
Kondensation die saure Losung 10mal mit Ather aus.

Es fanden sich In der sauren wasserigen Ldsung
iIm 1. Fall noch 12,31 ccm n/10 NH3 = 0,0172 g N
» 2. y 1251 » » = 0,0175 » »
Somit sind in Reaktion getreten 83,6 bezw. 82,4°0 des Gesamt-
Stickstoffs.
9 Die LOsung gibt keine Biuretreaktion, also fehlen Albumosen
und Peptone bestimmt.
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terial war also mit den gewohnlichen Hilfsmitteln nicht zu er-
reichen, und so gab ich denn, da die Losung sehr grolie Mengen
anorganischer Salze enthielt, weitere Versuche auf.

D. Salzsaureauszug.

Da sich die groRe Menge anorganischen Materials bei der
Isolierung der fir mich In Betracht kommenden organischen
Substanzen als sehr storend erwiesen hatte, suchte ich die
anorganischen Bestandteile erst zu entfernen. Zu diesem Zwecke
schuttelte ich anfanglich die mit Ather und Alkohol erschopften
Rlckstande solange mit konzentrierter HCI, bis diese nichts
mehr aufnahm.l) Der Rickstand ist weill und besteht aus
beinahe vollstandig reinem NaCl. Vergleicht man die Ergeb-
nisse der Ausschittelung mit konzentrierter HCI einerseits und
mit reinem Wasser anderseits, so scheint zunachst alles zu-
gunsten des ersteren Verfahrens zu sprechen.

Die mit Ather und Alkohol erschopften RUlckstande von
4 Serumportionen werden zerrieben und gut gemischt; von
dieser Mischung werden genau 5 g mit Wasser und 5 g mit
konzentrierter HCI| geschuttelt, bis die Losungsmittel nichts
mehr aufnehmen; in den LOsungen wird der Gesamt-N-Gehalt
nach Kjeldahl ermittelt, die Rlckstande (in H20 bezw. HCI

Unlosliches) werden getrocknet und gewogen.

1,6395 g Substanz geben 9,40 ccm n/io-NH3 = 0,01318 g N, somit
enthalten 5 g Substanz 0,0402 g N.

Die Tabelle VI gibt die bel den beiden Analysen erhal-
tenen Zahlen wieder.

Tabelle VI.
HCI-Auszug H20-Auszug
CCM N/l O 26,83 20,42
0 NN e, 0,0376 0,0286
In -, des Gesamt-N................ 93 71
Gewicht des Rickstandes in g . 4,1 0,4
In. jo. e« . . .« v v _. 82 8

X) «Direktes Verfahren».
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Bei der Ausschittelung mit konzentrierter HCI bleibt also
der weitaus grofRRte Teil der anorganischen Bestandteile (rund
82°/0) ungelost, wahrend gleichzeitig mehr N-haltige Bestand-
teile In LOosung gehen als mit reinem Wasser. Aber gerade
dieser letzte Umstand ist einer der Grinde, die mich bewogen,
von diesem Verfahren abzusehen; es zeigte sich ndmlich, dal}
dieses Plus an N bedingt war dadurch, dal} eiweil3artige Sub-
stanzen, die beim Ausschutteln mit Wasser nicht geldst wurden,
bei Anwendung von konzentrierter HCI allmahlich in Ldsung
gingen. Weiter hegte ich die Beflrchtung, es konnte ein Teil
eben dieser Eiweil3korper beim Stehen mit der konzentrierten
HCI hydrolysiert werden. Mit dieser Moglichkeit mulfite ge-
rechnet werden, wenn auch zugegeben ist, dal} die Wahrschein-
lichkeit fur die Hydrolyse nur gering war, sobald daflr gesorgt
wurde, dald die Temperatur der Losung madglichst nahe bel
0° lag.

Die Aufarbeitung geschah darum nach einem kombinierten
Verfahren In folgender Weise.

Die mit Ather und Alkohol erschopften Serumtrocken-
ruckstande werden fein zerrieben und so lange mit stets wieder
erneuertem kalten Wasser geschuttelt, bis nichts mehr auf-
genommen wird. Den In kaltem Wasser unl6slichen Teill —
Eiwell3l) — kochte ich aus, bis auch heiles Wasser nichts mehr
aufnahm. Dieser wasserige Auszug hat eine dunkelbraune Farbe ;?2)
er reagiert (gegen Lackmus) neutral : NH4-Salze lassen sich mit
Nesslers Reagens nicht nachweisen; Stoffe, die mit Bromlauge
N entwickeln, sind nur In ganz geringer Menge vorhanden.
Auf Zusatz von verdunnter HCI fallt aus der LOosung ein brauner
flockiger Niederschlag, der wie der erste als Eiweil3niederschlag
sich charakterisieren lieB. Auch dieser Niederschlag wird durch
Auskochen von wasserldslichen Stoffen befreit. Filtrat und
Waschflussigkeit werden bei niederer Temperatur (30 °) auf dem
Wasserbad eingeengt, bis auf der Oborflache der Flussigkeit

0 Gibt die Biuret-, Xanthoproteinsaure-, Millonsehe und Schwefel-

bleireakt.ion.
2) Die trockene Masse war vor dem Ausziehen mit Wasser von

grauer Farbe mit einem Stich In Braun.
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eine Krystallhaut sich bildet (Gesamtvolumen rund 1000 ccm);
diese Ldsung sattigt man mit gasformigem Chlorwasserstoff, wo-
bel man durch gute Kuhlung (Kaltemischung!) dafur sorgt; daf
die Flussigkeit sich nicht erwarmt. Die Temperatur war wahrend
der 4 Stunden, die diese Sattigung in Anspruch nahm, meist
6—80; nur ein einzigesmal stieg die Temperatur — als der
Gasstrom zu stark war und das Ruhren unterbrochen wurde —
fur einen kurzen Augenblick auf 18°, um aber dann sofort
eben so rasch wieder zu sinken. Der Niederschlag*) wird ab-
gesaugt und das Filtrat (1100 ccm enthaltend 1,13 g N) sofort
mit dem 4 fachen Volumen Wasser verdinnt. Die Hauptmenge
der HCl wird mittels frisch hergestellten Cu20 3 entfernt und
das Gemenge von Cu2Cl2 und Cu20 mit luftfreiem kochend
heilen Wasser ausgewaschen, bis das Wasser vollkommen
farblos ablauft.

|. Anorganischer Niederschlag.

Der beim Einleiten von Salzsauregas in die wasserige
LOosung entstehende Niederschlag ist bei Einhaltung des eben
beschriebenen Verfahrens so gut wie vollkommen frel von or-
ganischen Bestandteilen. Arbeitet man jedoch nach dem weiter
oben (S. 95) angedeuteten direkten Verfahren, so finden sich
neben den anorganischen Bestandteilen (zur Hauptsache aus
NaCl bestehend) geringe Mengen organische Substanz.

Diese organischen Stoffe (ihre Menge betragt meist nur
etwa 10/0) sind In kaltem Wasser zum groliten Teil unloslich

0 Ist vollkommen frei von organischen Substanzen.

2) Zur Darstellung grolierer Mengen Cu20 erwies sich folgendes
Verfahren als recht praktisch:

300 g CuSO4+5H20 und 200 g Glukose werden In je 750 ccm
Wasser gelost. Man giellit die Ldsungen zusammen und versetzt die
Mischung in der Kalte solange mit verdinnter Natronlauge (D 1,04),
bis die letzten Flocken Cu(OH)2 sich eben losen. Man stellt dann die
LOosungen in groReren Rundkolben, in Wasser von 65—70° (die Tem-
peratur im Kolben stieg schliel3lich bis 42°). Nach etwa 2—3 Stunden
Ist die Reduktion beendigt und hat sich der Niederschlag abgesetzt. Man
gielt die braune Losung ab, bringt den Niederschlag auf die Nutsche
und wascht thn alkalifrei. In ganz kurzer Zeit lassen sich auf diesem
Wege auch groliere Mengen Cu20 sehr leicht und sicher hersteilen.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LUL. 7



98 Eugen Letsche,

und lassen sich somit sehr leicht vom NaCl trennen. Die Haupt-
menge besteht nach Aussehen, LOslichkeit und Reaktion zu
schlieBen aus eiweilRartigen Stoffen.

Nach den Angaben von Mittelbachl) lalt sich im Harn
verschiedener Saugetiere (Pferd, Rind) Harnsaure nachweisen
und es war deshalb das Vorkommen dieser Verbindung im
Blut dieser Tiere wohl denkbar. Da Harnsaure in konzen-
trierter HCI vollkommen unloslich ist, so mulfite sie in unserem
Falle, wenn sie nicht eben nur in Spuren vorhanden war und
nicht vielleicht bei dem Vorhandensein grofRerer Quantitéten,
die beigemengten organischen Stoffe 1hre Loslichkeit auler-
ordentlich erhohten,2) neben dem NaCl sich vorfinden. Unter-
sucht wurde ein geringe Mengen (1,2®/«) organischer Stoffe
enthaltender Niederschlag, der aus 30 ! Serum stammte: das
Volumen des HCI-Auszugs betrug 660 ccm — war also ver-
haltnismafig klein. Der Ruckstand (NaCl -|- organischem Ma-
terial) wird mit etwa einem Liter kaltem Wasser geschittelt,
die Losung filtriert und das im Wasser Unlosliche auf Ton ge-
trocknet; die Losung bleibt auf Zusatz von Magnesia-Silber-
mischung (nach SalkowskKi-Ludwig) auch bel langerem Stehen
vollkommen klar; der in Wasser unldsliche Teil gab die Murexid-
reaktion nicht; Harnsaure ist also in diesem Teil sicher nicht
enthalten.

II. Kupferchlorurniederschlag.

Das Gemenge von Cu2ClZ und Cu20 enthalt, gleichgultig,
ob es aus einem nach dem direkten oder nach dem indirekten
Verfahren hergestellten Auszug stammt, stets einen grolien Tell
des N In einer Form, die auch in heil}em Wasser nicht oder
jedenfalls nur sehr schwer I6slich ist. Die nebenstehende kleine
Tabelle VII gibt die bei 2 Aufarbeitungen erhaltenen Zahlen
wieder.

Im ersten Falle finden sich somit 55,8°/o, Im zweiten
51,2 °/o des anfanglich in der Losung vorhandenen N im Nieder-

9 Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 463.

) Harnsaure 10st sich nach His und Paul (Diese Zeitschrift,
Bd. XXXI, S. 1) in reinem Wasser wie 1:39500; nach Taylor ist die
Loslichkeit im Serum wie 1: 1000 (Journal of Biol. Chem., Bd. I, S. 177).
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schlag, aus welchem auch bel sorgfaltigem Auswaschen nur
geringe Mengen N-haltiger Substanzen sich abtrennen lassen,
bei der zweiten auf Tabelle VII verzeichneten Aufarbeitung

Tabelle VII.
Menge AZLIIr Gefunden Ge-  Serum-
des nalyse _
Auszugs verwendet cem samt-N - Menge
ccm ccm n/|O'NH3 g ]_
a) Indirektes Verfahren
Vor der Fallung . 600 30 34,36 0,915
Nach » » 1000 30 8,70 0,405 )
b) Direktes Verfahren
Vor der Fallung . 660 20 16,90 0,758
-Nach » » 550 25 12,00 0,870 ")

wurden nach 10 maligem Auswaschen des Niederschlags mit je
100 ccm kochend heiliem Wasser die letzten 500 ccm bel saurer
Reaktion eingeengt und In dieser Losung der N bestimmt.

Es finden sich 2,40 ccm nlio NH8 0,00336 g N, d. h. nicht
einmal der 100. Teil des im Niederschlag sich findenden Stick-
stoffs.

Die Aufarbeitung des Cu2Cl2-Niederschlags zur Isolierung
der N-haltigen Bestandteile geschah darum in folgender Weise.

In die Aufschwemmung des Cu2CI2 in Wasser leitet man
unter kraftigem Ruhren einen Sauerstoffstrom und setzt von Zeit
zu Zeit verdinnte HCIl zu: allmahlich geht der Niederschlag
bis auf einen kleinen Rulckstand In Losung; dieser Ruckstand
Ist saurer Natur ; er lost sich in verdunnter Natronlauge spielend
leicht; diese Losung gibt eine allerdings schwache rotviolette
Biuretreaktion ;.es liegt also wohl eine pepton- oder albumose-
artige Substanz vor.

Die salzsaure Cu-Salzlosung gibt bei allmahlichem Ein-
engen bis zur Trockene 5 Krystallfraktionen; die erste wurde,

b Berechnet fir 1000 bezw. 550 ccm, wahrend die oberen Zahlen

fur 570 bezw. 640 ccm berechnet sind.
7*
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da sie offenbar reines CuClZ war, nicht weiter untersucht; in
Fraktion 2 und 3 wurde, ohne dal} eine weitere Reinigung der
Fraktionen vorgenommen worden war, das Verhaltnis von
Cu : Cl bestimmt. Es ergab sich

fur Fraktion 2 das Verhaltnis 1 : 1,996
» » 3 » » 1 : 2,020

Somit waren auch diese Fraktionen rein'es CuCl2;, die
Fraktionen 4 und 5 wurden mit Alkohol ausgekocht; dabel
bleibt eine geringe Quantitat eines organischen N-freien Ruck-
standes; die Ldsungen werden mit viel Wasser versetzt und
die hierbei ausfallenden Niederschlage abfiltriert. (Aufarbeitung
siehe folgende Seite.)

Nach Entfernung dieser Bestandteile wurde auch in diesen
beiden Fraktionen das Verhaltnis von Cu: Cl bestimmt.

Fur Fraktion 4 wurde gefunden: 1: 2,008
* » 5 » 1 2,067

Fraktion 4 war demnach reines CuClI2, wahrend in Fraktion
5 sich noch fremde Beimengungen fanden. Man entfernt aus der
Losung das Cu durch H2S und engt das Filtrat erst auf dem
Wasserbad und dann im Vakuum Uber H2S04 und festem Atzkali
bis zur Trockene ein; der Ruckstand wird mit viel kaltem
Alkohol ausgezogen; der weitaus grofdte Teil geht in Losung;
das in Alkohol Unlosliche besteht aus mindestens 2 Substanzen,
von denen die eine, in Wasser sehr leicht 10sliche, anorganisch
Ist; beide Teile konnten nicht naher untersucht werden.

Die alkoholische Losung wird verdunstet, der Rickstand
In wenig Wasser gelost und diese Losung mit frisch geféalltem
sorgfaltig ausgewaschenen Cu(OH)2 geschuttelt, bis nichts mehr
aufgenommen wird. Dabei scheidet sich ein geringes Quantum
organischer Substanz von brauner Farbe, mit Eiweilreak-
tionen ab.

Die grine Cu-Salzlosung wird zur Trockene gebracht und
der trockene Rickstand mit Alkohol ausgekocht, bis dieser nichts
mehr aufnimmt; dje Losung enthalt, wie eine Prufung durch
Verdunsten eines kleinen Teils der Losung ergab, nur CuClI2, der
Im Alkohol unldsliche Rickstand besteht aus einem organischen
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N-haltigen Cu-Salz, das zusammen mit dem oben erwahnten
und dem unten zu besprechenden Cu-Salz aufgearbeitet wird.

I1l. Filtrat vom Kupferchlorlirniederschlag.

Das Filtrat vom Cu,C12-Niederschlag wird samt den Wasch-
wassern auf dem Wasserbad unter vermindertem Druck ein-
geengt; dabel scheidet sich ein graugrines Cu-Salzgemengel)
aus.?)

1. Die Kupferniederschlage sind in Wasser und organischen
Losungsmitteln (Alkohol, Ather, Aceton, Benzol) vollkommen
unldslich ;. dagegen 10sen sie sich ziemlich leicht in NHS und In
verdinnten Sauren. Man schwemmt in H20 auf, entfernt das Cu
durch H2S und engt das Filtrat vom CuS erst auf dem Wasser-
bad und schlieBlich bei gewdhnlicher Temperatur im Vakuum
Uber H2S04 ein; man erhadlt so einen auch bel langerem Stehen
nicht fest werdenden braungelben Sirup, aus dem weder durch

") Bei einer zweiten Aufarbeitung waren Filtrat und Waschflussig-
keiten je fur sich eingeengt worden. Aus dem Filtrat schied sich das
Im folgenden zu beschreibende Cu-Salz ab, wahrend aus dem Wasch-
wasser beim Einengen eine braune Substanz saurer Natur erhalten
wurde. Man 10st in Natronlauge, sduert mit Essigsdure an, zersetzt
die heiRe Losung mit Bleiacetat im UberschuR, filtriert den braunen
Niederschlag ab, wascht thn aus und trocknet thn im Vakuum tber H2S04
Die Analyse ergab folgende Zahlen:

0,1408 g geben 0,0577 g CO2 und 0,0225 g H20

0,1639 » » 2,6 ccm N bei 14° und 7425 mm
0,1349 » »  0,1226 g PbS04
Gefunden: C = 11,17°
H = 179>
N = 1,81°0
Pb = 62,10°/0

Fur eine Verbindung von Zusammensetzung
C22H3IN3033Pb? (? 1) oder C2H2IN3028Pb7 5 H20 (?)
verlangt die Theorie

C = 11,37°/»
H = 1,69°
N = 182°
Pb = 62,37 °/o

U Hierzu bringt man die beiden Cu-Salze von voriger Seite.
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Losungsmittel noch durch die gebrauchlichen Fallungsmittel etwas
Greifbares zu erhalten ist. Dagegen ist bei Anwendung von
Cu-Acetat eine Zerlegung des vorliegenden Gemenges maglich.
Man flgt daher der LOosung des Sirups In wenig Wasser einige
Kubikzentimeter einer kalt gesattigten mit etwas Essigsaure ver-
setzten Cu-Acetatlosung zu; hierdurch erreicht man die Aus-
scheidung einer geringen Menge eines graubraunen N-haltigen
Niederschlags, in welchem sich auf3erdem noch S, P und Fe nach-
weisen lassen; ob der Niederschlag einheitlich ist oder nicht,
habe ich nicht entscheiden konnen, da im ganzen nur 0,35 ¢

erhalten wurden.
Die vakuumtrockene Substanz gab bel der Analyse folgende

Zahlen
0,1016 g geben 0,0485 g CO02, 0,0251 g H20; 0,0606 g Rtckstand

0,1309 » » 1,95 ccm N ber 16,5° und 721 mm
Gefunden: C = 13,02 °lo
H = 2,76°/0
N = 1,63°/0

Asche == 59,64 °/o

Die Bestimmung der ubrigen Bestandteile mul3te, da mir
far diesen Zweck nur noch 0,09 g zur Verfligung gewesen waren,

unterbleiben.

Im Filtrat der eben beschriebenen Substanz entsteht auf
Zusatz von wenig NaOH — die LOosung muf3 nach Zugabe der
NaOH noch stark sauer reagieren — ein grlner Niederschlag,
den ich durch wiederholtes Ldsen in NH3 und Ausfallen durch
HCI zu reinigen suchte. Die Cu-Verbindung ist in reinem Wasser
vollkommen unloslich, 16st sich dagegen ziemlich leicht in ver-
dinnten Sauren und — auffallenderweise — auch Iin NaOH,
ohne dall eine Abseheidung von Cu(OH)? eintritt. Die LOsung
In NaOH verandert sich auch beim Kochen nicht.

Der bel 105° getrocknete Niederschlag gibt folgende
Analysenzahlen:

|. 0,1403 g geben 0,0504 g CO2 und 0,0275 g H20

Il. 0,0338 » » 0,0159 » CuO
1. 0,1750 > » 3,15 ccm n/io-NH3; 0,0441 g Mg2P207

V. 0,790 » » 485 ccm N bei 18° und 73f mm
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Gefunden: . 1. 1.

C 7,790/0 — — —
H 2,19°/0 — — —
N — — 2,530/0 (?)  2,98000
D — — 7,170/0
Cu — 37,580/0 —

In, Cu-Verbindung enthielt aulierdem noch CI; leider aber
reichte das mir zur Verfigung stehende Material zu weiteren
Analysen nicht aus und der Versuch, eine Formel fur die Ver-
bindung — sofern das analysierte Material Uberhaupt einheit-
lich ist, woflr sichere Kriterien fehlen — mul} sehr gewagt
erscheinen. Unter der Annahme, dall eine CuCl2-Doppelver-
bindung vorliegt, wuirden die Zahlen flr eine Verbindung
C4HIZNPO5SCu + 2CuCl3 sprechen; flr eine Verbindung dieser

Zusammensetzung verlangt die Theorie.

c = 9,6500
H = 2410/0
N = 281°
P = 6,200
Cu = 38,4000

Die fur P und Cu gefundenen Werte weichen allerdings
von den berechneten ziemlich erheblich ab; es konnten aber
auch fur die Bestimmung dieser Elemente nur ganz geringe
Substanzmengen zur Verwendung kommen; der fur P gefundene
Wert ist sicher zu hoch, da das Mg2P207, wie eine Prifung
nach der Wagung des Niederschlags ergab, noch etwas MoOs
enthielt, das trotz sorgfaltigen Auswaschens nicht hatte entfernt
werden konnen.

Aus dem Filtrat dieser P-haltigen Substanz ist etwas
Brauchbares nicht mehr zu erhalten; es finden sich in thm noch
geringe Mengen organischen Materials, das aber N-frel zu sein
scheint.

2. Filtrat der Kupferverbindungen (S. 101).

Das Filtrat der oben beschriebenen Cu-Verbindungen wird
zum Sirup eingeengt; man ubergiel3t diesen Sirup mit Alkohol
und kocht die hierbei allmahlich krimelig werdende Masse so
oft mit Alkohol aus, bis dieser nichts mehr aufnimmt. Die ver-
einigten alkoholischen Losungen a8t man Uber Nacht stehen
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und bringt die hierbel sich bildende graugrine Ausscheidung
zu den In Alkohol unloslichen Teilen. Diese letzteren kocht
man dann mit Wasser aus, bis auch dieses nichts mehr 10st,
engt die hierbel erhaltene Losung ein und bringt die Mutter-
lauge der beim allmahlichen Einengen sich ausscheidenden 3
Fraktionen anorganischer Cu-Salze, da sich in i1hr nur ganz
geringe Mengen organischer Stoffe mehr fanden und eine ge-
trennte Verarbeitung deshalb aussichtslos erschien, zu der alko-
holischen LoOsung. Die in Alkohol und in Wasser unlos-
lichen Ruckstande, deren Menge allerdings ziemlich gering ist,
l6sen sich tellweise in NH3; das In NH3 Unlo6sliche ist anor-
ganisch und besteht aus CuS04. Die ammoniakalische Ldsung
wersetzt man mit Bleiacetat, bis ein weiterer Zusatz keine sofortige
Fallung mehr zur Folge hat; die Fallung, die alle organischen
Bestandteile der ammoniakalischen Ldsung enthalt, wird nach
dem Waschen in Wasser aufgeschwemmt und durch ELS zer-
setzt, das PbS wird abfiltriert mit essigsaurehaltigem Wasser
ausgewaschen; das Filtrat engt man ein; auf Zusatz von Blei-
acetat zu dieser schwach essigsauren Losung entsteht eine gering-
flgige Fallung, die nicht mehr weiter untersucht werden konnte;
das Filtrat dieser Fallung gibt nach Entfernung des Bleis beim
Einengen geringe Mengen eines In Alkohol teilweise loslichen
Ruckstandes; der in Alkohol 16sliche Teil ist organisch, aber
N-frei; er scheidet sich beim Verdunsten des Alkohols in schwach
braunlich gefarbten Nadeln aus und schmilzt bei 92/93°; eine
weitere Untersuchung war unmdglich, ebenso mulfite auch eine
nahere Prufung des in Alkohol unléslichen Teiles unterbleiben.

Aus der alkoholischen Lo6sung der Kupfersalze
(S. 103) entfernt man durch H2S das Cu, wascht das CuS erst
mit Alkohol und dann wiederholt mit heiem Wasser aus und
mengt schlieBlich Filtrat und Waschflissigkeit ein. Die auf diesem
Wege erhaltene LOsung besitzt einen charakteristischen, an
Fleischextrakt erinnernden Geruch; sie gibt Fallungen mit PWS
und Hg(NO03)2, mit Bleiessig (neutrales Bleiacetat gibt nur eine
schwache Triabung) und mit Nesslers Reagens;l) der auf

X) Der auf Zugabe von Nesslers Reagens entstehende Niederschlag
Ist anfangs gelbrot, nimmt aber sehr rasch eine schmutzig graue Farbe an.
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Zusatz von HZ2PtCl6 beim Stehen allmahlich sich ausscheidende
Niederschlag ist ein Gemenge von K2PtCl6 und (NHJgPtClg,1)
alle Ubrigen Fallungsmittel (Pikrinsaure, Phosphormolybdansaure,
Kaliumwismutjodid, Silbernitrat und Ammoniak, Sublimat und
Jodjodkalium) geben keine Niederschlage. Vor der weiteren
Verarbeitung empfiehlt es sich, die stark eingeengte LOsung
In Alkohol einflieBen zu lassen und den hierbei entstehenden
Niederschlag, der in der Hauptsache anorganisch ist, aber auch
organische, jedoch N-freie Anteile enthalt, abzutrennen, den
Alkohol auf dem Wasserbad bel niederer Temperatur zu ver-
jagen und den Riuckstand wieder in Wasser aufzunehmen.
Diese Losung versetzt man mit Bleiessig, bis ein weiterer
Zusatz keine Fallung mehr zur Folge hat. Man la3t den Nieder-
schlag absitzen, giel3t die Uberstehende Flussigkeit ab, dekan-
tiert einige Male mit Wasser und wascht den Niederschlag
schlielich auf der Nutsche aus.2) Hierauf schwemmt man
den Niederschlag in Wasser auf, entfernt durch H2S das Pb
und engt das Filtrat vom PbS zusammen mit den Waschwassern
bel niederer Temperatur auf dem Wasserbad ein; die FlUs-
sigkeit reduziert CuO In alkalischer Losung, Nesslers Reagens
gibt einen grauschwarzen, zum Teil jedenfalls aus Hg-Metall
bestehenden Niederschlag; PWS gibt eine weil’e Fallung, die
im UberschuB des Fallungsmittels sich teilweise 16st. Von den
N-haltigen Bestandteilen der urspringlichen Ldsung geht in
den Bleiessigniederschlag nur eine kleine Quantitat ein; in einer

O Bei aller Vorsicht ist eine teilweise Zerstorung N-haltiger Mole-
kille nie ganz zu vermeiden.

2) In einzelnen Fallen liel} sich der Bleiessigniederschlag durch
Schlammen in einen spezifisch leichteren und einen spezifisch schwereren
Anteil zerlegen; der letztere war gelbbraun gefarbt und erinnerte In
seinem Aussehen unter dem Mikroskop an erstarrte Fetttropfchen. Ob
das Auftreten dieses schwereren Anteils an die Einhaltung bestimmter
Bedingungen bei der Fallung geknlpft ist — unter anscheinend ganz
gleichen Bedingungen war seine Menge das eine Mal verhéltnismafig sehr
grol}, das andere Mal sehr klein — oder ob, was wahrscheinlicher ist,
seine Bildung von dem Vorhandensein einer bestimmten Verbindung in
der zu féllenden LOsung abhangig ist, wurde nicht ndher untersucht, da
die mir zur Verfligung stehenden Quantitaten eine getrennte Verarbeitung
nicht zweckmaldig erscheinen lielRen.
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Losung, die aus 30 | Serum erhalten worden war (Tabelle 7,b),
fanden sich vor der Fallung 0,370 g N; im Bleiessigniederschlag
waren 0,061 g N enthalten.

Die Isolierung der durch Bleiessig gefallten Substanzen
wurde auf verschiedenen Wegen versucht. Bel der Aufarbei-
tung mit PWS zeigte es sich, dall mindestens zwei N-haltige
Bestandteile in der Losung enthalten sein mulfiten; der eine,
In den PWS-Niederschlag eingehende war NH3; ob sich da-
neben noch anderes N-haltiges Material fand, habe ich nicht
entscheiden konnen; der andere fand sich im Filtrat des PWS-
Niederschlags; ich habe jedoch nur wenige Zentigramme einer
braunen S- und N-haltigen Substanz mit sauren Eigenschaften
erhalten, auf deren weitere Untersuchung ich der geringen Menge
wegen verzichten mulite. Dieses negative Resultat liel das
eingeschlagene Verfahren als unzweckmaldig erscheinen und
das um so mehr, als es sich zeigte, dal} das Redaktionsvermogen
der LOsung sehr stark zurtickgegangen war, ohne dal jedoch
Teile der reduzierenden Substanz in einem der Niederschlage
sich hatten nachweisen lassen.

Bel einer spateren Aufarbeitung brachte ich die aus der
Bleiessigfallung resultierende Losung zur Trockene und suchte
den Rickstand durch Anwendung geeigneter Losungsmittel in
seine einzelnen Bestandteile zu zerlegen; jedoch ohne prak-
tischen Erfolg: ein Teil der reduzierenden Substanz l6ste sich
zwar In Alkohol, aber auch der Rulckstand zeigte noch deut-
liches Reduktionsvermogen und Ldsung sowohl wie UngelGstes
lieBen sich nicht mehr weiter zerlegen.

Ich verzichtete daher auf die Isolierung dieser durch Blei-
essig fallbaren N-haltigen Bestandteile und suchte wenigstens
die Natur der reduzierenden Substanz zu ergrinden. Die Fall-
barkeit durch Bleiessig und eine schwache Orcin- und Phloroglu-
cinsalzsaurereaktion lielen auf das Vorhandensein von Gly-
kuronsaure, deren Vorkommen im normalen Blut durch die
Arbeitenvon Mayerl) und von Lepine und Boulud?) erwiesen

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 518.
2) C. r. de I'Acad. des Sc., Bd. CXXXIIl, S. 138; Bd. CXXXVIIIr
S. 136; Bd. CXLI, S. 175/77.
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Ist, schlielen. Bei dem Versuch, ein Kondensationsprodukt
mit Phenylhydrazin herzustellen, gelang denn auch die Isolier-
ung einer geringen Menge, nach dem Umkrystallisieren aus
Alkohol beil 159—600 — bel raschem Erhitzen — schmelzenden
Substanz; die als Glykuronsaurephenylhydrazon,.. das nach
Mayerl) bei 159—64°, nach Giemsa?) bei 160° schmilzt,
anzusprechen sein durfte.

Es ware wohl zweckmaliiger gewesen, die LOsung erst
einige Zeit mit Weinsaure auf 120° zu erhitzen,3) um die Zer-
legung einer eventuell vorhandenen gepaarten Glykuronsaure
zu erreichen; ich hatte dies unterlassen, weil ich beil einer
Probe, die mit wenig verdunnter Salzsaure gekocht worden
war, eine Zunahme des Reduktionsvermdgens gegentber einer
nicht mit HCI gekochten Probe nicht hatte feststellen konnen.
Das Gleichbleiben des Reduktionsvermogens war vielleicht nur
ein scheinbares; da Glykuronsaure, wovon ich mich erst nach
Ausfihrung der hier beschriebenen Versuche hatte tUberzeugen
konnen, gegen Mineralsauren ziemlich empfindlich ist, ist es
wohl denkbar, daf8 eine hydrolytische Spaltung und damit erst
eine Vermehrung der freien Glykuronsaure eingetreten ist, dal
aber Im selben MaRe auch eine Zersetzung stattgefunden hat.

Das Filtrat vom Bleiessigniederschlag zeigt nach der Ent-
fernung des Pb durch H2S ebenfalls Reduktionsvermogen; auch
das Verhalten gegen Fallungsmittel ist das gleiche wie beim
Bleiessigniederschlag. Die auf Zusatz von PWS zu der L6sung
auftretende Fallung enthalt neben den PWS-Verbindungen von
K und NH4 nur so geringe Mengen organischen Materials, dal
der Versuch, mit Hilfe dieses Reagenses eine Zerlegung des
Gemenges zu erreichen, zwecklos erscheinen mulfite. Die An-
wendung von Nesslers Reagens fur diesen Zweck war aus-
geschlossen, weil die durch dieses Reagens in der LOosung be-
wirkten Veranderungen sich einer Kontrolle entzogen. Nach
einer Reihe ziemlich ergebnisloser Versuche, aus denen u. a.

9 Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 518.
2) Ber., Bd. XXXIII, S. 2996.
3) C. r.,, Bd. CXXXYI (Léepine u. Boulud).
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auch die Unbrauchbarkeit von Hg(NO03)2x) fur meine Zwecke
sich entnehmen liel, fand ich es als das ZweckmaRigste, die
stark eingeengte Losung in Alkohol einflielen zu lassen und
die alkoholische Losung — der Niederschlag enthalt nur an-
organisches und N-freies organisches Material — weiterzuver-
arbeiten. Verschiedene Anzeichen, N-Abspaltung durch Brom-
lauge, Reduktion von HgO, Bildung eines Ntederschlags auf
Zusatz von Hg(NO03)2 zu der LOsung, die von anderen organischen
Bestandteilen, so gut es ging, befreit war, deuteten auf das
Vorhandensein von Kreatin oder Kreatinin; die alkoholisch-
wasserige Losung wird zur Entfernung des Alkohols eingeengt
und diese Losung einige Zeit mit wenig verdinnter H2S04 ge-
kocht; das Filtrat vom BaS04 und BaCO03 gab mit Nitroprussid-
natrium die Reaktion auf Kreatinin: mit wenig NaOH entsteht
eine rubinrote Farbung, die sehr rasch in gelb Gbergeht; auch
gelang die Isolierung der fur Kreatinin charakteristischen Chlor-
zinkdoppelverbindung; sie schied sich bel einigem Stehen der
Losung In Form strahliger Gruppen feiner Nadeln, allerdings
In einer zur Analyse nicht hinreichenden Menge nur, ab.

Das Reduktionsvermdgen des Filtrats vom Bleiessignieder-
schlag ist zum Teil bedingt durch die Gegenwart von Kreatin;
es mull aber in der LOsung noch eine zweite reduzierende
Substanz vorhanden sein, vielleicht Reste der Glvkuronsaure
oder auch Glukose, denn beim Erwarmen einer Probe mit
Fehlingscher Losung wird nach ganz kurzer Zeit Cu20 ab-
geschieden; ware nur Kreatin vorhanden, so dirfte diese Aus-
scheidung erst nach langerem Kochen eintreten.

Zusammenfassung.

Der Gang der Untersuchung ist in kurzen Zugen folgender:
Aus dem Serum werden durch Alkohol die Eiweil3stoffe
entfernt; der Eiweil3niederschlag wird abfiltriert und mit Al-

*) Die Fallung mit Hg(NO3)2 erschien unzweckmaliig, vor allem
weil Niederschlag und Filtrat nach der Entfernung des Hg Nitrate ent-
hielten, die nicht entfernt werden konnten, ohne dall gleichzeitig ein
grolBer Teil des N-haltigen Materials unter NH3-Abspaltung verloren

ging.
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kohol und Ather ausgezogen. Filtrat und Waschflussigkeiten
werden zusammen im Vakuum zur Trockene eingedampft. Der
Trockenrickstand wird der Reihe nach mit Petrolather (Ather),
Alkohol und Wasser ausgezogen, wobei schliel3lich bis auf einen
kleinen Eilwellirest alles wieder in Losung geht.

Die Zerlegung des in Petrolather (oder Ather) I6slichen
Gemenges geschah nach 2 verschiedenen Methoden.

Verseift man den beim Verdunsten des Petrolathers blei-
benden Riuckstand und zieht man die Seifen mit Ather aus,
so erhalt man neben dem typischen Cholesterin, dessen Vor-
kommen im Blut ja schon lange bekannt ist und fir das nun
endgultig wohl die Formel C2/H460 anzunehmen sein dirfte,
geringe Mengen anderer cholesterinartiger Stoffe.

In dem Seifengemenge finden sich neben Cholin, welches
aulder in Form von Cholinplatinchlorid und der schon lange
bekannten HgCI2-Doppelverbindung C5HI14NOC1 + 6HgCI2 auch
noch In Gestalt zweier weiterer HgCI2-Doppelverbindungen un-
bekannter Zusammensetzung erhalten werden konnte, und neben
den Natriumsalzen der gewohnlichen Fettsauren, die wie das
Cholinl) zum grofdten Teil aus verseiftem Lecithin stammen,
noch die Natriumsalze zweier weiterer Sauren.

Die zwelbasische Saure C39H59NOQ09, die in Form
Ihres Bleisalzes isoliert werden konnte, ist bisher im Serum
noch nicht nachgewiesen worden. Uber ihre Konstitution und
Ihre Zugehorigkeit zu einer bestimmten Gruppe N-haltiger Ver-
bindungen miussen spatere Untersuchungen Klarheit schaffen.
Sie ist zweifellos als ein primarer Bestandteil des Serums auf-
zufassen, was ich von der zweiten Saure, fur welche ich die
Formel C19H36N4030Ag12 aufgestellt habe, ohne jedoch die Un-
wahrscheinlichkeit, ja geradezu Unmaoglichkeit einer solchen
Formel zu verkennen, nicht behaupten mochte.

Bei der zweiten Methode vermied ich das Verseifen und
zerlegte das Gemenge durch sukzessive Behandlung mit ver-
schiedenen Lo6sungsmitteln. Dabel konnte ich zunachst den

*) Ein Teil des Cholins stammt aus dem Jecorin; frei ist es im
Serum sicher nicht enthalten.
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Beweis erbringen, dall Cholesterin nicht nur in Form seiner
Ester, sondern auch frei oder jedenfalls lockerer gebunden als
In den Estern im Serum sich findet.

Weiter haben sich neben Lecithin noch 2 jecorinartige
Substanzen, beide kraftiges Reduktionsvermogen aufweisend,
far welche ich jedoch eine Formel noch nicht aufstellen mochte,
nachweisen lassen. '

Bemerkenswert ist vielleicht, das mag bei dieser Ge-
legenheit hervorgehoben werden, dal} fir das Vorkommen von
echten Fetten, In wesentlichen Quantitaten wenigstens, neben
diesen Stoffen, welche ja beide'— Lecithin und Jecorin —
die Bestandteile der Fette enthalten, Anzeichen sich nicht haben
finden lassen.

Von reduzierenden Stoffen kohlehydratartiger Natur sind
bis jetzt im Serum mit Sicherheit nur Glukose und Glykuron-
saure — das Vorhandensein der letzteren habe ich im Wasser-
auszug auf Grund der Orcin- und Phloroglucin-HCI-Reaktion
und der Isolierung eines Hydrazons feststellen konnen — nach-
gewiesen worden; der von mir isolierten N-haltigen redu-
zlerenden Substanz liegt zweifellos auch auch ein kohlehy-
dratartiger Komplex zugrunde.

Die im Alkoholauszug enthaltenen Stoffe lassen sich
durch Ansauern des Auszugs und Ausschitteln dieser sauren
Losung mit Ather in 2 Gruppen teilen.

Aus der Atherlésung haben sich 2 bisher unbekannte
hochmolekulare stickstoffhaltige Sauren in Form ihrer Ag-
Salze isolieren lassen. Die eine C5IHI2INOI0HS ist 5-basisch,
die andere C68H105NO8H4 4-basisch, wie aus der Untersuchung
der Ag-Salze zu entnehmen ist. Als einheitlich sind diese Ver-
bindungen wohl sicher anfzufassen, wenn vielleicht auch die
von mir aufgestellten Formeln bei einer spateren Nachprtfung
an wesentlich groferen Substanzmengen, als sie mir zur Ver-
flgung standen, eine kleine Berichtigung erfahren durften.
Welcher grolieren Gruppe N-haltiger Verbindungen sie ange-
horen, mul} dahingestellt bleiben; nur soviel ist gewil — es
folgte dies aus der Loslichkeit der Sauren in Ather — daR
sie peptonartiger Natur nicht sein kbnnen — man muite denn
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diesen Begriff weiter fassen, als dies bis jetzt der Fall ist.
Neben diesen N-haltigen Sauren findet sich auch noch eine
N-frele Saure unbekannter Zugehorigkeit, deren Silbersalz die
Formel C39H7005Agl zukommt.

Im sauren wasserigen Teil des Alkoholauszugs findet sich
als wesentlichster Bestandteil der N-haltigen Substanzen Harn-
stoff — (gegen 85°/0 des in diesem Telil sich findenden Stick-
stoffs sind in dieser Form vorhanden).

Daneben findet sich noch Cholin — das zweifellos aus
Lecithin, das beim Eindampfen der LOosung sich zersetzte, stammt
— und eine Verbindung von der Zusammensetzung

C15H15N508Ca2 + 12 H20,
die besonderes Interesse deshalb beansprucht, weil sie trotz
Ihres Ca-Gehaltes durch Kochen mit Na2C03 nicht verandert
wird.

Die Zahl der im Ather und Alkoholauszug Uiberhaupt vor-
handenen Stoffe durfte mit den aufgezahlten Verbindungen er-
schopft sein, soweit naturlich N-haltige Substanzen in Betracht
kommen.

Anders liegen die Verhaltnisse beim Wasser- (Salz-
saure-)Auszug.

Von wohldefinierten N-haltigen Verbindungen habe ich
nur Kreatin nachweisen konnen, ohne jedoch den qualitativen
Befund durch eine Analvse stutzen zu konnen. Ein Teil des
N findet sich in dieser Losung als Bestandteil von Verbin-
dungen, die nicht mehr eiweil3artiger Natur (Peptone oder Al-
bumosen), aber auch noch nicht zu den einfachsten krystalli-
sierten Eilwell3bausteinen zu zahlen sind. Die «CuCl2-Doppel-
verbindung» C4HIZNPO5 + 2 CuCl2 (?), ferner die «Verbindung»,
die dem PDb-Salz C22H3IN3028Pb7 (!) zugrunde liegt, sind hier-
her zu rechnen und vielleicht auch die Substanz, in der sich
neben N noch P, S und Fe haben nachweisen lassen.

Ganz kleine Mengen wohl ebenfalls hierher gehoriger Sub-
stanzen sind mir entgangen, da alle gebrauchlichen Isolierungs-
methoden versagten.

Das eingehende Studium der beim Abbau von EiweiR-
stoffen durch Fermente entstenenden niedermolekularen N-halti-
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gen Produkte wird uns wohl im Lauf der Zeit Methoden an
die Hand geben, welche die Isolierung und ldentifizierung auch
dieser letzten nur geringflgigen Reste ermaoglichen.

Neben diesen Resultaten ist weiter noch beachtenswert
der Nachweis, dal3 die einfachsten Eiweil3bausteine, Monoamino-
und Diaminosauren (Arginin, Lysin und Histidin), im Serum
fehlen und dall auch die Regleiter der Harnsaure im Harn, die
Xanthinbasen, sich so wenig als die Harnsaure selber im Serum

finden.



