Untersuchungen (ber die Plasteinbildung.

Von
V. Henriques und I. K. Gjaldbak.

«Aus dem physiologischen Laboratorium «ler Kiinigl. tierarztlichen und landwirtschaftlichen
Hochschule. Kopenhagen*.

(Der Redaktion zugpgangen am 22. Mar/. I'JlLi

Im Jahre 1886 teilte A. Danilewski mit, dal Lab-
extrakt durch Zusatz einer konzentrierten Lésung peptischer
Spaltungsprodukte von Proteinstoffen eine Koagulation der
Losung unter gleichzeitigem Féllen eines Stoffes erzeugt. Der
Prozel ruhrt von einer Fermentwirkung her, indem der Lab-
extrakt durch Erwarmung bis auf 100° die Féahigkeit verliert,
»die Koagulation und das Fallen hervorzubringen. DanilewskKi
faldite die Koagulation als Ausdruck einer Synthese des Protein-
stoffes aus den proleolytischen Spaltungsprodukten auf. Da-
nilewskis Resultate wurden spater von W. Okunew!)2 be-
statigt, der das Verhalten nédher untersuchte und dem Fermem
Chymosin die koagulierende Wirkung zuschrieb.

Spater ist der Prozel3 wiederholt untersucht worden.

Der dabei fallende Stoff wurde von W. Sawjalow-i
Plastein génannt und der ProzeR die Plasteinbildung.

Bei nachfolgenden Lntersuchungen hat es sich gezeigt,
daR die koagulierende Wirkungsfahigkeit nicht allein dem Lab-
ferment zuféllt, sondern auch den Pepsinpraparaten und in-
folge A. NUrnberg3) verschiedenen tierischen Organextrakten

[ W. Okunew. Dissertation. S. 1. Petersburg 189;)..

2) W. Sawjalow. Pflugers Archiv. IM. LXXXV; Diese Zeit-
schrift. Bd. UV

3) A. Nurnberg. Hofmeisters Beitrage. Bd. IV.
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wie Leber-, Pancreas-, Dinndarm-, Dickdarm-, Nieren- und
Muskelextrakt.

D. Kurajeffl) untersuchte das Verhalten des Papayotin-
Fermentes und zeigte, dal auch dieses Koagulation und Féllen
erzeugt; der gefallte Stoff, den er Koagulose nennt, scheint
vom Plastein verschieden zuc sein.

Als geeignetes Material fur Plasteinféallung werden na-
mentlich die peptischen Spaltungsprodukte der Proteinstoffe
bezeichnet, doch soll ferner das Fallen auch in tryptischen
Spaltungsprodukten und in Sduren-und Alkalispaltungsprodukten
der Proteinstoffe moglich sein (D. Lawrow)l).

Die Reaktion der angewandten Mischung mull nach dem
verwendeten fermenthaltigen Stoff abgepallt werden. Wéhrend
also die Reaktion fir den Labextrakt sauer sein soll — Opti-
mum ca. 0,5°0 HCI — muR sie bei Verwendung von Pan-
kreassaft oder Papayotin schwach alkalisch sein.

Der Prozel verlauft in konzentrierter LOosung unter Ge-
latinieren der LOsung: bei Verwendung einer weniger kon-
zentrierten Losung entsteht ein Féallen ohne Gelatinieren.

In den Materialien, die als Substrat fir die Plastein-
fallung verwendet werden — besonders geeignet hierzu ist
eine konzentrierte LoOsung von Witte-Pepton — sind ver-
schiedene Spaltungsprodukte von Proteinen vorhanden; ob sie
alle an dem Prozel3 teilnehmen oder ob nur eine besondere
chemische Gruppe notwendig ist, lalt sich auf Grund der vor-
liegenden Untersuchungen nicht bestimmt sagen. Nach W. Saw-
jalow scheint hervorzugehen, daR alle Albumosenfraktionen
gegenwartig sein mussen. Sawjalow stellte von einer Witte-
Peptonlésung verschiedene Fraktionen her. Die Fraktionen gaben
einzeln kein oder nur geringes Fallen und nur wenn alle Frak-
tionen zusammengemischt waren, entstand reichliche Fallung.

Von anderen Untersuchungen mussen die von D. Lawrow
angesteilten hervorgehoben werden: in seinen ersten Unter-
suchungen fihrt er an, dal nur die mit Ammoniumsulfat fall-

' D. Kurajeff. Hofmeisters Beitrdge. Bd. I. 1l und IlII.
a' H. Lawrow. Diese Zeitschrift. Bd. XXVI. LI. LIU. LVI.
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baren Stoffe Bedeutung fiir die Plasteinbildung haben: spéter
gibt Lavvrow an, dall die Plasteinbildung aufBer in Albumosen-
I6sungen auch in L&sungen von polypeptidartigen Stoffen
vorkommt.

H. Bayerl) hat vom Witte-Pepton einen Stoff darge-
stellt und zwar durch Fallen einer 10 °/oigen LOsung von
Witte-Pepton mit gleichem Volumen 96°/oigen Alkohols,
danach Fallen des Filtrates mit Aceton und nach Eindampfen
des Filtrates weiteres Fallen mit 80°/oigem Alkohol. Der auf
diese Weise dargestellte Stoff gibt reichliche Plasteinbildung.

Kurajeff erwdhnt den Unterschied zwischen der Pa-
payotin-und der Chymosinwirkung, indem das Papayotin grol3es
Fallen in sekundaren Albumosen erzeugt und nur geringes
Fallen in den priméren Albumosen, wahrend fir das Chymosin
das Entgegengesetzte der Fall ist.

Aus dem hier Angefiihrten ist zu ersehen, (faB sich die
verschiedenen Verfasser nicht ganz darin einigen, welche Stoffe
fir die Plasteinbildung notwendig sind.

Das gebildete ~Plastein ist unl6slich in Wasser, aber
l6slich in S&uren und Alkalien; es gibt mit Ausnahme des
-erwahnten Plasteins Bayer nach Waschen mit Wasser, die
verschiedenen Reaktionen der Proteinstoffe.

Die elementare Zusammensetzung des Plasteins zeigt
einen Kohlenstotfinhalt von 57—60°/0 und einen Stickstoff-
inhalt von 13—14,6°/o. Die elementare Zusammensetzung des
Plasteins scheint dieselbe zu sein, auch wenn es aus ver-
schiedenen Proteinstoffen dargestellt ist.

L. Rosenfeld?) hat die hydrolytischen Spaltungsprodukte
des Caseinplasteins untersucht und Arginin-, Histidin-, Lysin-.
Tyrosin-, Leucin-, Glutaminsaure, Phenylalanin und Pyrrolidin-
carbonsdure nachgewiesen.

W. Sawijalow hat auf verschiedene Weise zu zeigen ver-
sucht, dall die Plasteinfallung als eine Synthese aufzufassen ist.

Bei Bestimmung der Molekilzahl des Plasteins nach dessen
Saurekapazitat, indem das Plastein als eine S&ure aufzufassen

) H. Bayer. Hofmeisters Beitrage. Bd. IV.
*) L. Rosenfeld. Hofmeisters Beitrage. Bd. IX.
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ist, findet Sawjalow eine Molekilzahl von ungefahr 6000,
wéhrend die der Albuinosen nur halb so grof3 ist. Dieses Ver-
halten deutet auf eine Synthese, doch inufl man die mangel-
haften Kenntnisse erinnern, die wir von den Albumosen haben;
jedenfalls ist es wahrscheinlich, daB sie aus Mischungen von
Stoffen bestehen, und die Mdoglichkeit der Gegenwart von Stoffen
mit einer Molekulzahl von ungefahr6000ist nicht ausgeschlossen,
selbst wenn die Mischung eine Molekilzahl von ungefahr 3000
zeigt. Ferner kommt Sawjalow zu dem Resultat, dal} der
Prozel3 eine Synthese ist, da alle Albumosenfraktionen gegen-
wartig sein mussen, um das Plastein zu bilden, wéhrend die
einzelnen .Fraktionen je flr sich kein Plastein bilden, und
zeigt in Ubereinstimmung hiermit, daR der ProzeR im ganzen
wesentlich wie eine bimolekulare Reaktion verlauft, wo also
2 Molekile teilnehmen mussen.

W. Okunew hat nachgewiesen, dal} eine Pepsinlosung
und eine LOsung einer Albumosenmisehung nach Trocknen zu
konstantem Gewicht mehr wiegt, als wenn die L&sungen zu-
sammengemischt und erst nach der Plasteinbildung zu kon-
stantem Gewicht eingetrocknet werden. Dies stimmt ganz da-
mit Uberein, dal} eine eventuelle Synthese durch Anhydridbildung
vor sich gegangen ist.

Schliellich machen wir noch darauf aufmerksam, dal}
von der letzteren Zeit Untersuchungen Uber Synthese von
Spaltungsprodukten von Casein durch Pepsin vorliegen (Ro-
bertson, .lourn, Riol. Chem. Bd. Ill, 1907); ferner hat Taylor
gemeint, eine dhnliche Synthese durch Verwendung von Salmin-
sulfat und Pankreatinpraparaten nachweisen zu konnen.

Da die Frage, inwiefern die Plasteinbildung auf einer
Synthese beruht oder nicht, von groliem physiologischen Inter-
esse ist, haben wir die unten mitgeteilten Versuche angestellt.

Wir haben uns namentlich auf die von S. P. L. SGren-
sonl ausgearbeitete formoltitrimetrische Methode gestdtzt;
diese beruht wie bekannt auf einer Titrierung der freien Carbo-
xylgruppen nach Neutralisation der Aminogruppen mit Formol.

‘I S. P. I,. Sorensen. Enzymstudien. Bioch. Zeitschrift. Bd. VII.



Untersuchungen Uber die Plasteinbildung. 489

Die Methode, die unter anderem gute Resultate durch Messen
proteolytischer Spaltungen gegeben hat, hat den Vorteil vor
anderen Methoden, dal man den Umfang der vor sich gehenden
Spaltungen direkt mift.

Man nimmt an, dal die Proteinstotfe durch ein Verbinden
einer Reihe Aminosauren durch Anhydridbildungen zwischen
den Carboxyl- und Aminogruppen aufgebaut sind. Bei der pro-
teolytischen Spaltung I6sen sich diese Bindungen, und falls in
einer Mischung der proteolytischen Spaltungsprodukte eine Re-
generation des ProteinstolTes vor sich geht, mul3 es dadurch
geschehen, daR zwischen den Amino- und Carboxylgruppen
unter Anhydridbildung Bindungen entstehen, und diese Ver-
anderung wird man dann durch Formoltitrierung messen kénnen.

In einigen unserer Versuche haben wir auler Formgl-
titrierung Gerbsaurefallungen vorgenommen.

Die meisten unserer Versuche sind mit Witte-Pepton
gemacht, das zusammen mit einem der Fermente Chymosin
(Chr. Hansen, Kopenhagen) oder Pepsin (Langebek und
Petersen) in einer passend verdinnten Salzsaure geldst wurde:
durch einige orientierende Versuche bestimmten wir, welche
Mischungsverhaltnisse Optimum fir die Plasteinbilding gab.

Ein wesentlicher Faktor bei der Plasteinbildung ist aulRer
der Konzentration der Witte-Peptonldsung und der Ferment-
menge zugleich die Wasserstofiionenkonzentration, was aus den
untenstehenden Beispielen ersichtlich ist.

a) Eine Mischung bestehend aus 40 g W.itte-Pepton
-+ 100 ccm 1'20-n-Salzsaure -f-1 g Chymosin war nach 4tagigem
Stehen im Thermostaten bei 37° von derselben Konsistenz wie
bei der Zubereitung, auch war nur eine ganz geringe Fallung
entstanden.

b) Eine Mischuing von 40 g Witte-Pepton -j- 100 ccm
Vio-n-Salzsaure + 1 g Chymosin war nach 4tagigem Stehen
Im Thermostaten bei 37° noch flissig, aber mehr dickflUssig:
auch war eine Fallung in der Mischung entstanden.

c) Eine Mischung von 40 g Witte-Pepton -f! 100 ccm
Us-n-Salzsdure + 1 g Chymosin war nach 1 tagigem Stellen
iIm Thermostaten bei 37° zu einer festen Gallerte erstarrt.
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Es zeigt sich also, dal} 40 g Witte-Pepton -f- 1 g Chymo-
sin -j- 100 ccm “/»-n-Salzsdure die starkste Plasteinbildung
gibt, weshalb wir zu unseren Versuchen eine Salzsdure von
der Starke “r.-n und zu 100 ccm, hiervon 10 g Witte-Pepton
+ Ferment verwendet haben.

Die Zubereitung der Mischungen geschieht, indem man
das Ferment in Salzsdure lost; mit dieser Lésung wurde das
Witte-Pepton in einem Morser zerrieben, und die Mischung
danach durch Jakonett koliert, um mdgliche Klumpenl) zu ent-
fernen. Um das Wachsen von Bakterien zu verhindern, wurde
Toluol zugetiigt und die Mischung — nach Entnahme einer
Probe zur néheren Untersuchung — in verstopften Flaschen
entweder in den Thermostaten bei 37°, oder Zimmertemperatur,
oder in einzelnen Féllen bei niedriger Temperatur von ca. 5°
gestellt. Mit passendem Zwischenraum werden ca. 12 g dem
Inhalt der Flaschen entnommen und in einem Porzellanmdrser
mit 200 ccm ausgekochtem, destilliertem Wasser verrieben.
Hierauf wurde die verriebene Masse in einen Kolben Uberge-
fihrt, dieser zugestopft und geschuttelt, um die flockige Féallung
zu verteilen: danach wurden genommen:

1. 10 ccm zur Bestimmung des Totalstickstoffes nach
Kjeldahl.

2. 50 ccm zur Formoltitrierung.

Die Formoltitrierung wird in der vorhandenen verriebenen
Masse ohne Neutralisierung ausgefiinrt. Als Kontrolle wurden
>0 ccm ausgekochtes, destilliertes Wasser verwendet, wozu
eine passende Menge Tropaolin 00, Bismarkbraun und ge-
schlemmtes Baryumsulfat gefiigt war. In allen Fallen wurde
zu stark roter Farbe mit Phenolphthalein als Indikator titriert.
Die in den Tabellen angefiihrten Zahlen sind fir 100 mg Stick-

Y Hoi don zuletzt vorgenommenen Versuchen wurde, um eine
klarere L6ésung zu erhalten, ein etwas anderes Verfahren benutzt, indem
wir das Witte-Pepton in einer groReren Menge Wasser geldst haben,
danach zu I(K)n erwarmt und dann die Flussigkeit filtriert, um einen
Teil unléslichen Stoff zu entfernen. Hierauf wird das Filtrat auf dem

Wasserbade zu einer Konzentration von ca. 80°/0 eingedampft und dann
die notwendige Menge Salzsdure zugefugt.
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stof T berechnet und geben die verbrauchte Anzahl Kubikzenti-
meter Vi-NaOH an.

3. 40 ccm werden in einem 100-cem-Mel3kolben zur Gerb-
saurefallung abpipettiert: die freie Salzsdure wird mit » 'r.-NaOH
neutralisiert und nach Zusatz von 4 ccm 1-n-Natriumuc'etat-
I6sung. die mit Essigsdure Lackmus gegentiber neutralisiert war,
wird mit 20 ccm 10°/oiger Gerbsaurelosung geféllt. Mit destil-
liertem Woasser wird zu 100 ccm verdinnt und nach kraftigem
Schitteln und 24 stdandigem Stehen filtriert. In 50 ccm des
Filtrates wurde der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmit;
hierbei findet sich, wenn die GroBe des Bodensatzes aufer
Betracht gelassen wird, die durch Gerbsdure nicht féllbare
Menge Stickstoff in 20 ccm der verriebenen Masse.

Die in den Tabellen aufgefihrten Zahlen bezeichnen
die durch Gerbsaure nicht fallbare Menge Stickstoff (mg N)
pro 100 mg N.

Mit Rulcksicht auf die Genauigkeit obengenannter Be-
stimmungen muR gesagt werden, dalf wahrend sich die kirz-
lich zubereiteten Mischungen leicht mit Wasser zu einer gleich-
artigen Mischung zerreiben lieRen, so war es oft mit Schwierig-
keiten verbunden, die Mischung zu zerreiben, die zu einer festen
Gallerte koaguliert war; eine solche Mischung gab eine Zer-
reibung, die einige kleine Kdorner enthielt, dem Aussehen nach
wie koaguliertes HiihnereiweiR. Die Bestimmung dei Gesamt-
stickstoffes in der ZerreiBung einer flussigen Mischung ergab
ubereinstimmende Zahlen. Bei Bestimmung des Gesamt-N in
einer ZerreiBung einer koagulierten Mischung war es dagegen
schwierig, vollig Ubereinstimmende Zahlen zu erhalten, doch
war der Unterschied als Regel weniger als 0.2 mg N. Es
wurden immer 2 Bestimmungen vom Gesamt-N vorgenommen:
war der Unterschied groRer als 0,2 mg, wurde Durchschnitts-
zahl von 4 Bestimmungen genommen. Wir werden hiernach
in jedem Fall mit einer Genauigkeit von 0,2 mg N bei den
Gesamtstickstoffbestimmungen rechnen koénnen.

Mit Ricksicht auf die Formoltitrierungen ist der Um-
schlag gut gewesen, wenn zu stark roter Farbe titriert wurde:
der Umschlag war deutlich auf 0,1 ccm 1Vn-NadH In Uber-
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einstimmun? hiermit haben wir bei Formoltitrierung mehrerer
Portionen derselben Verreibung oft genau denselben Titer ge-
funden und niemals einen groReren Unterschied als 0.1 ccm
[ ;>-n-NaOll. Da der Stickstoffinhalt in der zur Formoltitrierung
verwendeten Menge zwischen 140 und 150 mg Stickstoff ent-
hielt und die in den Versuchen aufgefihrten Zahlen fir 100 mg
Stickstoff ausgerechnet sind, ist der mdgliche Fehler mit ca. 1,5
dividiert, und es kann mit einer Genauigkeit der aufgeflihrten
Zahlen von 0,1 ccm U-.-n-NailiH gerechnet werden, was 0,28 mg
N entspricht. Die oben erwahnten mdglichen Fehler in den

Bestimmungen des Gesamtstickstoffes erhalten hier keine Be-
deutung.

Tabelle 1.
SO g Witte-Pepton -f- 200 ccm  ‘/s-n-Salzsauro -f- 2 g Chymosin.

Formoltitrierung:

Physikalische
ccm ‘/»-n-NaOH i

pro 100 mg N | Anderungen
Sogleich bestimmt 5.4 Flussig
Nach ! tadgigem Stehen bei 3)75 -2 | Unbewegliche Gallerte
2 5.2 >
o ; /o 1
) 02" } )
5 5.2
0 5.1
» I 5.1
20 I LI 51

Bei den in Tabellen | und II aufgefiihrten Versuchen ist
das Ferment Chymosin verwendet worden. Schon nach 24stin-
digem Stehen bei 87° ist die Mischung zu einer beinahe unbe-
weglichen Gallerte erstarrt, die eine flockige Fallung einschliel3t.
Die Konsistenz scheint sich durch das lange Stehen bei 37°
nicht zu verandern. Die Formoltitrierungen zeigen in beiden
Versuchen nur*ein geringes Sinken. In Tabelle | kann das
Sinken als 0,3 ccm [2.%N@UH gerechnet werden; wird
diese Zahl mit 2,8 multipliziert, so findet man das Sinken in
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Tabelle II.

-su g Wit te-Pepton - 2(H) ccm \s-n-Salzsaure -f 2 g Chymosin.

Formol-  Gerbsaure- ®™.° 't v-i
titreru ng: fallu ng: . Physika"sche
cem Nicht fallbar .
-s-n-Naoll ' N (mg) Anderungen
pro 100 mg N pro ICK) mg N
Sogleich bestimmt 5.4 > 226 ] Flussig
Nach 1 tagigem Stehen hei 370 5.3 20.5 Fnbewegliehe
1 i Gallerte
> 2 53 . 200  Desgl
>33 » t . ol 54 . 20.9 ,
| I “' " t Y t
' [ . | ! 5.2 ; 20.3 L b .
. [ "
* b v Ly 5,2 'Pl‘ 14K 1 —_
» (q * i . 59 ..| v .
+ 10 ' ! 5.2 10h »

formoltitrierbarem Stickstoff, also 0,R4 mg n pro 100 mg N,
<. h. 0,84°/0. Auf fabelle 1l laRt sich ein Sinken durch Forniol-
titrierung von 0.2 ccm | 5-n-NaOH, also 0,5(i'Vo berechnen,
betreffend die Gerbsaurefallung auf Tabelle 1, so ist der mit
Gerbsaure nicht féallbare Stickstoll mit 2,8"\u abgenommen.

Tabelle Ill.

120 g Witte-Pepton -f- 300 ccm 1s-n-Salzsaure 3 g'Pepsin.

Formoltitrierung:

ccm | .-n-NaOl )
pro 100 in; N > Anderungen

Physikalische

Sogleich bestimmt )< Flussig
Nach ltagigem Stehen hei 3/ 54 Fnbewegliehe Gallerte
r. 2 > ! b »
c 5.3
3 > » : ) n.i)
4 54
0 54
> 54
10 5.3

Hoppe-Scylvr’s Zeitschrift f. physio). Chemie. LXXI.
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Tabelle 1V
120 g Witte-Pepton -j- 300 ccm | s-n-Salzsaure -f- 3 g Pepsin.

Formol- Gerbsaure-
titrierung: fullung . Physikalische
ccm Nicht falloar
‘/s-n-NaOH N (mg) Anderungen

pro 100 mg N pro 100 mg X
Sogleich nach Mischung

bestimmt 5.7 20.1 FlUssig
Sogleich nach Erhitzung zu 37° 5.7
Nach Istlindig. Stehen hei 37° 55 19.5 -
5.0 18.9 Mehr dickfliissi
oo 5.0 19.0 Noch mehr
c T 9.9 18.7 Duinne Gallerte
o - v 55 18.5 Gallerte
’ 5.4 18.0 ‘ A
. tagigem R 55 18.5 Unbewegl. Gallert
2 . L 5.4 179 " .

Hoi «len in Tabellen Il und IV aufgefihrten Versuchen
ist wie unter | und Il Witte-Pepton verwendet, aber statt
C.hyinosin ist hier Pepsin gebraucht worden. Die Versuche
zeigen dasselbe wie bei den ChymosinWirkungen; nach 24stin-
digetn Verlauf sind die Mischungen zu einer Gallerte koaguliert,
die ganz der oben erwahnten gleicht. Hier ist auch ein geringes
Sinken in dem formoltitrierbaren Stickstoff. zu finden: Auf Ta-
belle 1l 0,80 und auf Tabelle IV ebenfalls 0,84*°/o, Di«
Gerbsaurefallung zeigt auch hier ein Sinken im nicht fall-
baren N, das auf Tabelle IV 2,2°/« betragt.

Dei dem auf Tabelle V verzeiehneten Versuche ist Witte-
Pepton und Pepsin in demselben Verhalten wie bei den Ver-
suchen auf Tabellen Il und IV verwendet, aber die Mischung
ist hei Zimmertemperatur hingestellt. Die Mischung koagulierte
nach 2'tstandigem Verlauf, aber erst nach 48 Stunden er-
reichte sie eine &hnliche Festigkeit wie bei 37'. Die Formol-
tilrierung zeigt nach «ler Plasteinbildung ein Sinken von 0.56 °/o/;
die Gerbsaurefallung «in solches von 1,8%.
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Tabolle V.
120 g Witte-Popton -f. 800 ccm */S'n-SaIzsaure -f- 3 g Pepsin.

'
H ' 's.i

Formol-. Gerbsaure-
litrierung: Fallung: Physikalische
ecm Nicht fallbar 3 '
‘/j-n-NaOH N (mg> Anderungen
pro 100 mgN pro 100 mg N
Sogleich bestimmt 5.0 21.8 Flussig
Nach 1 tadgigem 20,8 Gallerte
2
Stehen 5.5 200 > .
3 bei . 53 Unbewegt. Gallerte
4 . | Zimmer- 5.4 10,8 .
~ 5 tem- 5.4 20,2
erat
0 peratur 5.3 .
7 wochigem 5.4 20.0
Tabelle VI.

12<) g Witte -Pepton -f- 300 ccm -n-Sal/.saure -y 3 g Pepsin.

Formol-  Cierbsaure-

tilHerung: falliing . Physikalische
ecm Nicht fallbar i

piolOOmMmgN pro 1(H) mg )o(i Lese. 1}

Sogleich bestimmt 5.0 211 Fliissig
Nach 1 tdgigem Stehen hei 5° 55 21.4 Mehr dickflissig
3 ¢ S 5.0 21.0 Dinne Gallerte
D > » 5.5 21.3 Gallerte
n >
» 1 » » 55 21.3

Wild nun bei 37° gestellt ~*

Nach ! tdgigem Stehen hei 37" 5.1 10.\ Fnhewegl. Gallerte

Bei den mauf Tabellen VI und VII aufgeluhrton Versuchen
ist dasselbe Mischungsverhdaltnis wie bei den 3 vorgehenden
Versuchen verwendet; aber die Mischungen wurden erst einige
Tage hei niedriger Temperatur, ca. 5», gehalten und danach
bei 37° in den Thernrostaten gestellt. Man sieht hier, daR die
Koagulation selbst bei dieser niedrigen Temperatur nach 5 Tagen
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Tabelle VII.

120 g Wit te-Peplon -f- 300 ccm Vsen-Sal/.saurc 3 g Pepsin.

Formol- ' Gerbsaure-
tiirierung: Fallung : Physikalische
ccm Xieht fallbar y
/6-n-NaOH X (mg) Anderungen
pro 100 mg X pro PH) mg X
et ]
Sogleich bestimmt 50 Flussig
Xaeli 1 tagigem Stehen hei 5" 55 21.4

2 o 5.5 20.9 Mehr dicktlissig
a » 5.0 20.7 Diunne Gallerte
> » X 5.5) - 20.3 Gallerte
H . . 0.4 20.0

Wird nun bei 07" gestellt
Nach ! tdgigem Stehen bei 37" 54 19.5 Unbewegt. Gallert»
2 . , 54 t).S

eintrill. Die Forinoltitrierung hélt sich beim Versuch VI sozu-
sagen konstant, wéahrend die Gerbsaurefallungen auf Tabelle VII
ein gleichméliges, nicht besonders grolies Sinken in nicht fall-
barem Stickstoff zeigt. Nach 1 bis 2tdgigem Stehen bei 37°
und beim Versuch VII nach 8tdgigem Stehen bei 5° ist das-
selbe Verhalten wie bei den friher aufgefiihrten Versuchen
zu sehen, ndmlich ein Sinken in formoltitrierbarem Stickstoff,
das in beiden Versuchen 0,5()°/0 betragt, und ein Sinken in
dem durch Gerbsdure nicht fallbaren Stickstoff: dies betragt
beim Versuch auf Tabelle VIf1,7°0 und beim Versuch auf
Tabelle VII UP'/o.

Bei den auf Tabellen VIII und IX aufgefiihrten Versuchen
ist die Pepsinmenge variiert. Mit geringerer Menge Pepsin —
Tabelle VIII — dauert die Koagulation langer, mit grofRerer
Menge Pepsin — Tabelle IX — ist die Koagulation schon im
Laufe von 3 Stunden beendigt. Ubrigens ist hier ein gleiches

Sinken der Zahlen wie bei den friher erwdhnten Versuchen
zu finden.
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Hei Formoltitrierung ein Sinken von 0,5(1% auf Tabelle VIl

und 0.5(i%-aufTabelle IX'.
Hei Gerbsaurefallung ein Sinken von 2.8% auf Tabelle VIl

und 1.5% auf Tabelle IX

Tabelle VIl t
120 g Witte-Pepton -f- 300 ccm Vs-n-Salzsaure -f- 12 g Pepsin.

Formol- Gerbséure-
titrierung fallung: Physikalische
cem Nicht fallbar .

‘/a-n-NftOl | N imgi Anderungen

pro 100mg N pro 100 mg N 4
Sogleich bestimmt 5.4 21.0 Fllssig

Nadi ] tdgigem-Stellenhei->7” 54 20.1 Gallerte ]

2 5.3 10.0 Fnbewc'gl. Gallerh
) AN| 10.7 WV
i . vl 5.3 10.1 .
5 5.2 10.5
U 5.2 Is.s
7 wdochigem 53 [s.s

Tabelle IX.

120 g Wit le-Pepton + 300 ccm  hs-n-Salzséurc -j- 0 g Pepsin

Formol-  Gerbséure- v
titrierung fallung: Physikalisch«
cem Nicht fallbar .
V-n-NaOH N (mg) And«‘Hingen
pro 100mg N pro oo mgN
Sogleich bestimmt 5.5 22 1 Flussig
Nach 3 Standlg Stehen bei.]]*’ 57 21.0 FnbruegL Ga”t*lt
| tagigem 5.7 20.8 o
2 5.7 21 2 | .

6 5.0 20.0 .
f 57 . 200 BN
5 )< ! '
n
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Tabelle X.

2%ige Losung vom Witte-Pepton in 5 Wochen mit Pepsin-Salz-
sdure verdaut. Zu ca. 30°/0 eingedampft, indem so viel der Salzs&ure
neutralisiert wurde, dal die Losung ‘5-n sauer war. Dann Zusatz von
Pepsin.

| Formol-  Gerbsaure-

| lilrierung:  fallung: Physikalische
ccm Nicht fallbar

‘/s-n-NaOH N (mg) | Anderungen
proliOmgN prol()0 mgN|

Sogleich bestimmt 100, | 461 Flissig und Klar

Nach Itdgigem Stehen bei 37° 0.5 40,7
y 2 F » Yooy De( 1 30.t) .

3 : , o1 30.0 g:c?fill

0 . o 03 Ausfillung
Tabelle XI.

2%ige Losung vom Witte-Pepton in 1 Woche mit Pepsin-Salz-
sdure verdaut. Zu ca. 30*/« eingedampft, indem so viel der Salzsdure
neutralisiert wurde, dall die LOsung '/s-n sauer war. Dann Zusatz von
Pepsin.

Formol- Gerbsaure-
titrierung: fallung: Physikalische
! ccm Nicht fallbar

| V'-n-NaOH N (mg) | Anderungen
pro 100 mg N pro 100 mg N

Sogleich bestimmt 8.5 42,7 Flussig und Klar
- - Lo Flussig und
Nac_h ltaglgem Stehen bei 5 8.3 41,4 i opalis?erend
Wird nun bei 37° gestellt A TR
. - n0 ) Fllssig, grole
'Nach 1tag.!gem Stehen.bme‘)hl 37 8,2 36,0 - Ausfallung
2 » b 8.1 35,6 Desgl.
y A 8,1 34,5
- K. . s s 8,T — *
vil »oo 8.2 34,6

Bei den in Tabellen X und Xl aufgefihrten Versuchen
ist pepsinverdautes Witte-Pepton verwendet. Die Mischungen
sind auf folgende Weise zubereitet: 60g Witte-Pepton wurden
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in 1500 ccm destilliertem Wasser gel6st; die Losung 1 Stunde
auf dem kochenden Wasserbad erwarmt und iiltriert. Zu dem
filtrate tilgte man nach Abkuhlung 180 ccm 1-n-Salzsture,
2 g Lepsin und destilliertes Wasser zu 3000 ccm. Nach
5Swdchigem Stehen (bei Versuch Xl nach 1woOchigem Steheb)
bei 37° im Thermostaten wird die L6sung nach Zusatz von
InNO ccm [ n-n-NaOll zu 210 g eingedampft. Hierin wurden
nach Abkihlung 11 2g Pepsin gelost und nach Zusatz von
loliiol die erste Probe zur Lntersuchung genommen. Der Rest
wird in den Thermostaten (oder bei 5°) gestellt. Der hier zum
Versuch Uber die Plasteinbildung verwendete Stoff ist also
starker abgebaut als gewohnliches Witte-Pepton. Irgend eine
Koagulation der Mischungen kam nicht vor, aber in beiden
Féallen eine grofRe Fallung. Die Formoltitrierungen und (ierb-
saurefallungen zeigen eine &hnliche, jedoch groRere Anderung
als bei den friher erwahnten Versuchen. Auf Tabelle X ist
das Sinken bei Formoltitrierung 1,96 °/o, bei Gerbsaurefallung
0,1° o; auf labelle Xl ist das Sinken in formoltitrierbarem
Stickstoff 1,12 Vo und bei Gerbsaurefallung 8,1 °/o.

Tabelle XII.

“°/°ipe saure Caseinlosung in 5 Wochen mit Pepsinsalzsaure ver-
daut. Zu ca. 30°ly eingedampft, indem so viel Salzsdure neutralisiert

J \
Formol- Gerbsaure-
tilrierung . fallung: Physikalisch»
cem Niehl fallbar y
Vs-n-XaOH ' N (mg) Anderungnn
{pro 100mg N pro HK) g N .>
| N o
Sogleich bestimmt 0.7 43.2 Flussig, nicht Klar
5 i a7 FlUssig, deutlich
Nach 1tag|g?em Stehen bei 37 0.5 42.8 Austallung 1
2 yo 0.4 41.8 Desgl.
L " 1 0.3 41.0 >
/R y P 0.3 39.6 oot
N 7 8 » » » 0.4 .
(I
:+ 18 s » o 0.3 Ty
4wdbchigen » o 0.3 40.0 ,: TV VV
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Bei dem Versuch auf Tabelle XII ist pepsinverdautes
Casein verwendet. Die Mischung wurde auf &hnliche Weise
wie pepsinverdautes Witte-Pepton angefertigt. Der Versuch
zeigt nach der Plasteinbildung ein Sinken bei Formoltitrierung
von 1.12 °/o; bei Gerbsaurefallung ist das Sinken 3.2°0. Die
Mischung koagulierte nicht.

Tabelle XIII.

Kino 10°uige Lo6sung vom Witte-Pepton wurde mit gleichem
Volumen 060;0igen Alkohols gefallt. Das Filtrat Alkohol abgedampft und
zu ca. ;»0°Li eingedampft. Hierzu wurde so viel 1-n-Salzsdure gefiigt.
daB die Losung ‘ 0-n sauer war. und nun Pepsin zugesetzt.

Formol- Gerbsaure-
ti triernng: fallung: Physikalische
ccm Nicht fallbar
[ s-n-NaLl N (mg) Anderungen
pro lot) mg N pro 100 mg N
Sogleich bestimmt 0,2 20,9 Flissig und Klar
o - , 9» 0 Flussig, grole
Nach 11&gigem Stehen bei 37 50 1 - Ausfiillung
> Cp 5.5 21.1 | Desgl.
» N 0.8 N — i‘

Beim Versuch auf Tabelle XIII ist ein StolV verwendet,
der durch Fallen einer 10°/oigen Witte-Peptonlosung mit
gleichem Volumen DG°<>igen Alkohols dargestellt ist. Das
Filtrat wird eingedampft und nach Zusatz von Salzsdure und
Pepsin zur Plasteinbildung benutzt. Der Stolf enthalt 78,3°,0
peptidgebundenen Stickstoff»,11 eine Zahl, die nur ein wenig
niedriger ist als die entsprechende Zahl fiur gewdhnliches
Witte-Pepton, das ca. 81 ° o peptidgebundenen N enthalt. Bei
Stehen im Thermostaten entstand eine starke Fallung, aber keine
Koagulation. Die Zahlen zeigen bei Formoltitrierung ein Sinken
von 1.12°,0. bei Gerbsaurefallung ein solches von 5,8° o

Aus den oben mitgeteilten Versuchsresultaten ist zu er-
sehen. dal) mit der Plasteinbildung gleichzeitig eine Anderung
des formoltitrierbaren Stickstoffs und des mit Gerbsaure fall-

't V. tienriques und I. K. Gjaldbak. Diese Zeitschrift. Bd, LYI!
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baren Stickstoffes vorgeht. Der formoltitrierbare Stickstoff nimmt
bei der Plasteinbildung ab, wahrend der mit Gerbsaure féllbare
Stickstoff zunimmt. Der Ubersichtlichkeit wegen sind nachfolgend
die Anderungen bei den oben mitgeteilten Versuchen gesammelt
aufgefuihrt und in 0/o des GesamtStickstoffes ausgerechnet.

_ *n im Sinken !n Sinken im Sinken in
|an_1ul- dem mit lormol- dem mit
Ver-mchs- titrier-  Gerbsaure Vtrsncbs- titrier-  Gerbsaure
| baren nidit fall- - baren nicht fall-
munmer Stickstoff baren N nummer Stickstoff baren N
in °> vom in % vom in vom in ulo Vom
Gesamt-N Gesamt-N Gesamt-N Gesamt-N
1. Wil te-Pepton oS ' = X. Pepsin- ok,
1 do. 0.5(5 g verdaules
\\ .-Pepton tiMi 0.1
111, do. e.Sf | — ' ol
IV. do. (>1 00 Xl do. 1.12 s !
V. do. 0.0(5 i !
( s XIl. Pepsin- N
\ | do. 0.")(; L<> verdautes
vil.  do. owVi 17 Dasein I 12 8’
VIl do. 0.5(5 »s XNl Alkohol-
verdaules
IX. do. 0.5(5 1.5 | -Pepton 1.12 5.)

In den ersten U Versuchen, wozu gewdhnliches Witte
Pepton verwendet wurde, ist das Sinken im formoltitrierUren

Stickstoff durchschnittlich 0.05°/«: in dem mit Gerbsaure nicht,
fallbaren Stickstoff ist das Sinken durchschnittlich 2,1°/«. In
den Ubrigen Versuchen ist der Ausschlag grofRer, namlich fir
die Formoltitrierung von 1.12— 1.9f>0 0 und firdie Gerbsaure-
fallung von 3,2—8,1°/0. In allen Versuchen zeigen also
die bormo.ltitri.erun.gen und Gerbsaurefallungen eine
Verdnder ung in der Richtung einer Synthese.Die Vor-
suchsresultate sprechen also dafir, daR die Plasteinbildung
ein synthetischer Prozeld ist; indessen ist ein Verhalten, das
zuerst in Betracht gezogen werden muf} und zwar, dal bei
der Plasteinbildung (‘in Stoff ausgeféllt wird. Wir werden nach-
stehend diese Seite der Sache betrachten, sowohl was Gerb-
saurefallung als Formoltitrierung betrifft.

Mit Ricksicht aut die Gerbsdurefallung konnte eine Ver-
mehrung des mit Gerbsdure féllbaren Stickstoffes dadurch ent-
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stehen, dal etwas von dem nicht fallbaren Stickstoff durch
die Plasteinbildung ausgeféllt wurde, z. B. durch einen Koagu-
lationsprozeRR, ohne dal3 der ausgefallte Stoff Ubrigens
irgend eine wesentliche chemische Veranderung er-
litt. Inwiefern eine solche Veranderung bei der Plasteinbildung
vorgeht, lal3t sich durch Hilfe der angestellten Versuche nicht
bestimmen: ganz unwahrscheinlich ist es somit nicht, dal
solche Koagulationsprozesse nebenbei und unabhéngig eines
gleichzeitig vorgehenden synthetischen Prozesses verlaufen
konnen.

Was die Formoltitrierung betrifft, so wird das aiisgefallte
Plastein nur teilweise bei der Formoltitrierung gelOst: es ist
deshalb die Maoglichkeit vorhanden, dald die Ausfillung selbst
ein Sinken des formoltitrierbaren Stickstoffes bewirken wird
-- also das, was die Versuche zeigen —, denn selbst wenn
das ausgeféllte Plastein annehmlich bei der Formoltitrierung
reagiert, so ist nicht zu erwarten, dal} es quantitativ reagiert.
Bevor wir deshalb den SchluR zu ziehen berechtigt sind, daf3
das Sinken in formoltitrierbarem Stickstoff von einem synthe-
tischen ProzeR herrihrt, missen wir zeigen, dal} die oben
erwéahnte Ausfiillung entweder keine Bedeutung bekommt oder
jedenfalls einen Fehler bewirkt, der geringer ist als die durch
die Formoltitrierung gefundenen Ausschlége,

Wir suchten zuerst den Fehler dadurch zu vermeiden,
dalR wir zu der formoltitrierenden Mischung soviel ! s-NaOH
lugten,' daR das Plastein sich l6ste, hiernach Formol und zu-
letzt Zurlcktitrierung mit Vs-n-HCI. Da indessen hierbei in
einzelnen Fallen unverhaltnismaRig viel F6-NaOH erforderlich
war und selten eine klare LOsung vorkommt, seihst wenn sich
ein Teil des Plasteins l6st, gaben wir dieses Verfahren auf
und gingen zur Filtrierung der Mischung Uber und unternahmen
die Formoltitrierung im Filtrat und im Plastein je flr sich.
Die Formoltitrierung im Plastein geschah auf die Weise, dal}
das. Plasteifi in einer bestimmten Menge | ;»-NaOH gelOst und,
nachdem Formol zugefigt war, zuletzt mit Lo-n-HCI zurlek-
titriert wurde. Hierdurch erzielten wir die Formoltitrierung in
klaren LoOsungen zu vollfihren und vermieden folglich den
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erwahnten Versuch.-«fehler. Um nun den gesamten FormoltUer
zu berechnen, bestimmten wir, wieviel vom Gesamt-N vajs
\ lastein ausgefallt war. Dies geschah teiis durch Bestimmung
des N-Inhaltes in 10 ccm der aufgeschlemmten Verdauungs-
flissigkeit und teils in 10 ccm des Filtrates hiervon.' Bevor
wir die auf diese Weise gewonnenen Versuchsresultate er-
wahnen, bemerken wir, dal3 in einer wéasserigen Aufschlemmung
des ausgewaschenen Plasteins 92 °/o davon bei der Formolti-
trierung reagiert, was aus nachstehenden Versuchen hervorgeht.

1+ 00 eem einer Aufschlemmung des Plasteins in*\Wasser
verbrauchten im aufgeschlemmten Zustand hei Formoltitrierung
4,0 ccm Vo0-NaOH.

2. Zu o0 ccm derselben Aufschlemmung wurden 0 ccm
| 5-n-NaOH gefiigt; hierbei l6ste sich das Plastein; nach Zu-
satz von Forrnol zu dieser klaren Ldsung sind.« zur Zurdek-
titrierung 1,0 ccm VO-n-HCI erforderlich.

Hieraus ist zu ersehen, daB 92°/n des Plasteins im auf-
geschlemmten Zustand hei Formoltitrierung reagiert.

Zum Verstandnis der labelle XIV sollen folgende Be-
merkungen dienen.

Die verwendeten Mischungen zu dem obengenannten Ver-
suche waren, da sie in den Thermostaten gestellt wurden, klare
Losungen, die mit W asser klar gemischt werden konnten. Die
Konzentration von Stoff, Salzsdure und Pepsin war die ge-
wohnliche. Betreffend die pepsinverdauten Stoffe wurde die
PepsinVerdauung der Stoffe in schwefelsaurer Flussigkeit j>ei
einerW usserstofTionenkonzentration von 10~ |1+ vorgenommen*
bei 37° entfaltete das Pepsin namlich seine Oplimalwirkung
durch diese Wasserstoffronenkonzentration.l) Nach Abschluf
der Verdauung wurde filtriert und das Filtrat eingedampft,
nachdem die Schwefelsdure mit Baryumhydroxyd entfernt war,
Die Wasserstoffionenkonzentration wurde kolorimetrisch mit
Iropdolin 00 und Glycin-Salzsaure nach der von S. P. L. So-
rensenl) ausgearbeiteten Methode gemessen, indem wir die
Unannehmlichkeit, die die genuinen Proteinstoffe bei der” Be-
stimmung verursachen, dadurch vermieden, dall wir zuerst

) S. P. L. S6rensen. Enzymstudien, Biochem. Zeitschrift. Bd. XXII.
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2f Stunden in ca. Va-ii-Schwefclsédure verdauten; dann wurde
die Wasserstofilonenkonzentration bestimmt und danach soviel
normale Schwefelsdure zugefigt, dall die Mischung die gin-
stigste Wasserstodionenkonzentration hatte.

Die in Rubrik 1 aufgefihrten Zahlen sind auf dieselbe
Weise gewonnen wie die in den oben erwahnten Versuchen,
also durch Formoltitrierung in einer sauren Zerreillung ohne
Neutralisierung, wobei ein mdglicher Neutralisationsfehler ver-
mieden wird. Diese Bestimmungen sind vorgenommen, um als
Vergleich mit den Ubrigen Zahlen zu dienen.

Die Zahlen in Hubrik 2 sind dadurch gewonnen, indem
die Formoltitrierung in einer Ausreibung vorgenommen wurde,
nachdem diese erst neutralisiert war. Daraus a3t sich sehen, dal}
hier ein &hnliches Sinken der Zahlen zu linden ist wie in Rubrik 1.

In den Rubriken 3 und \ sind die Zahlen aufgefihrt,
die bei Titrierung der zur Bestimmung der Zahlen in Rubrik 2
verwendeten Flussigkeit, beziehungsweise im Filtrat und im
Plastein selbst gefunden wurden. Alle Zahlen gehen die ver-
brauchte Anzahl Kubikzentimeter | >n-Na(JH pro 100 mg N an.

In Rubrik 5 ist aulgefuhrt, wieviel vom GesamtstickstolV
zu Plastein umgebildet wurde.

In Rubrik b ist der durch Berechnung der Zahlen in
den Rubriken 3—\ und 5 gefundene Forrnoltiter angegeben.

Die Zahlen in den Rubriken 2 und b sollen also einander
entsprechen, doch mit dem Unterschied, der dadurch entstehen
wird, dall die Zahlen in Rubrik 2 mit einem Versuchsfehler
behaftet sind, der davon herrihrt, dal das Plastein bei der
Formoltitrierung nicht vollstandig geldst gewesen ist.

Als Beispiel fur die Berechnung der Zahlen in Hubrik b
wird folgendes angefihrt, das fur Versuch | auf Tabelle XIV gilt,

In 100 mg N von der neutralen Ausreibung wurden bei
Formoltitrierung 5,0 ccm Va-n-NaOll verbraucht.

In 100 mg vom Filtrate derselben Austreibung wurden
bei Formoltitrierung 5,2 cem | >n-NaOU verbraucht.

In 100 mg N vom Plastein, das vom Nutschetilter ab-
gesaugt und mit ein wenig Wasser ausgewaschen wurde, ist
bei Formoltitrierung 3,55 ccm | :-n-NaOH verbraucht worden,
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Im Filtrate sind 86,6"/o0 vom Stickstoffinhalt der Aus-
reibung vorhanden.

Im Plastein fanden sich 13,4° 0 vom StickstoHinhalt der
Ausreibung.

Folglich ist der berechnete Formoltiter

liter ist also kein Unterschied der Zahlen in den Ru-
briken 2 und 6 zu finden.

Eine Rerechnung des Fehlers, womit die Zahl in Rubrik 2
behaftet sein sollte, zeigt sich auch geringer zu sein, als d ¢
Versuchsfehler bei der Titrierung selbst.

Da 8°/o des Plasteins in wasseriger Aufschlemmuug nicht
reagiert, so ist der berechnete Fehler fur die Zahl in der
Rubrik 2: 3,55.0,08.0,134 = 0,04 ccm Vo-NaOH.

Der Fehler hat also bei Verwendung gewohnlichen Witte-
Peptons keine Redeutung.

Wird der Fehler auf dieselbe Weise bei den Versuchen 5
und O berechnet, so ist er |

in Versuch 5: 4,7+0.285'0,08 = 0,11
0: 5,8-0,276.0,08 = 0,13.

Rei Versuch 2, 3 und 4 ist der Fehler wie bei Versuch 1
geringer als der Versuchsfehler bei der Titrierung selbst. Aus
diesen Zahlen ist zu ersehen, dall der Fehler, der dadurch
eingeflihrt wurde, dal das Plastein bei der Formoltitrierung
nicht vollstandig gel6st war, in den 4 ersten Versuchen auf
Tabelle XIV keine Redeutung hat. Rei den Versuchen 5 und 6
dagegen ist dieses Verhaltnis nur von geringer Redeutung.
Die Zahlen in Rubrik 6 beweisen ebenfalls dieses Verhalten.

Nachstehend ist das Sinken in formoltitrierbarem Stickstoff
angegeben, das bei der Plasteinbildung stattgefunden hat. Es ist
nach den Zahlen in Rubrik 1 ausgerechnet; bei Versuch 5 und 6
ist eine Korrektur von -{-0.1 ccm !'j-n-NaOH eingefihrt.

Versuch | ein Sinken im formollitrierbaren Stickstoff von 0.56°,>
I >

ni >
\%
V
Vi
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Daraus” ist zu ersehen, dall der Ausschlag am grofRten
ist in den Fallen, wo pepsinverdaute Stoffe verwendet sind
(Versuche III, IV, V und VI), und namentlich bei Versuch VI,
wo ein Stoff verwendet wurde, der durch Pepsinverdauung
eines Plasteinpraparates gewohnlichen Witte-Peptons ge-
wonnen war, findet sich ein bedeutendes Sinken in formol-
titrierbarem  Stickstoff.

\ ergleicht man in dem Stoff, von welchem man ausging,
die Mengen des formoltitrierbaren Stickstoffes mit denen in
dem Plastein und Filtrat, so ist zu ersehen, dal in jedem Fall
das Plastein weniger und das Filtrat mehr formoltitrierbaren
Stickstoff enthalt als der urspringliche Stoff. Dies sagt wieder,
dal namentlich zur Plasteinbildung die kompliziertest gebauten
Stoffe verwendet werden.

Tabelle XV.
Zur Plasteinbildung wurde eine klare Losung von Wille-Pepton
angewandt.
Aktive Pepsinlosung Inaktive Pepsiiilésung
Versuchs- Formoltitriming in Physi- Formol-|.hysi.
bedingungon équivale\r;(t)enn Mengen kalische Utrierung:

) . ccm
A,Filtrat Plastein ANderungen vs.n NaOll “"m"zoni'iscn

Sogleich 10.4  — — Klare Losg. 10,4 Klare Losg.
24Stunden bei 5° 10.4 — — do. 10.45 do.
24 * 97° 10.15/ — Gallerte 10.45 do.
72 *87° __ 8.6a 1>15¢ do.
I'/2 > o <of 102 9.95 0,9 do. . =
24 v(k>e 10.0 5 — 11 - do. 1095 do.
” . oov 99! 88 1 125 o, o -

Die in Tabelle XV aufgeliihrlen Versucht*, wo zur Plastein-
bildung eine klare V il te-Peptonlésung verwendet wurde, sind
bei verschiedenen Temperaturen angestellt worden. Zugleich
wurde hier ein Kontrollversuch mit einer inaktivierten Pepsin-
I6sung vorgenommen. Die Versuche wrurden auf eine etwas
andere Weise ausgefuhrt als bei den oben aufgefihrten Ver-
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suchen. In eine Reihe 200 ccm -Melikolben wurden 15 ccm
einer sulzsauren V'ittc-Peptonlosung 5 ccm einer salzsauren
1-eigen Pepsinlosung gebracht; diese war in einigen Fallen
erst durch eine Stunde Erwarmung auf dem siedenden Wasser-
bade inaktiviert worden. Bei zwei der Proben wurde sofort
Formoltitrierung vorgenommen, indem der Inhalt der Kolben
mit ausgekochtem destilliertem Wasser zu 200 ccm gemischt
und in 50 ccm hiervon titriert wirde. Die Ubrigen Kolben
werden bei verschiedenen Temperaturen hingestellt und nach
der in den Tabellen aufgeflhrten Zeit zur néheren Filter-
suchung durch Formoltitrierung herausgenommen, indem der
Inhalt mit ausgekochtem Wasser zu 200 ccm gemischt wird.
Die Zahlen in Rubrik | sind durch Titrierung in einer solchen
Aufschtemmung gewonnen und das Plastein ist hier in auf-
geschlemmtem Zustand gegenwartig gewesen. Die Zahlen in
den Rubriken 2 und 3 geben den Formoltiter in &quivalenten
Mengen des Filtrates und Plasteins an und wurden auf folgende
W eise gewonnen: der Inhalt des Kolbens wird mit gekochtem,
destilliertem Wasser zu 200 ccm gemischt und die Mischung
filtriert: das abfiltrierte Plastein wird mit Wasser ausgewaschen
und Filtrat und Waschwasser mit ausgekochtem W’asser zu
500 ccm verddnnt: in 75 ccm dieser Mischung wurde dann
die Formoltitrierung vorgenommen (siehe die Zahlen in Rubrik 2).
Das ausgewaschene Plastein wurde auf dem Filter in 10 ccm
[ :,-n-NaOH gelost, und der Filter mit 40 ccm Wasser aus-
gewaschen; in dieser hierbei gewonnenen Lésung des Plasteins
wurde* durch Zuricklitrierung mit Pv-n-HCI formoltitriert. Da
der hierdurch gewonnene Formoltiter vom Plastein in 200 ccm
herriihrt, wurde die Titerzahl mit 4 dividiert (siehe die Zahlen
in Rubrik 3).

Die Zahlen in Rubrik 2 -)- die in Rubrik 3 sollen also
denen in Rubrik 1 entsprechen. Daraus ist zu sehen, daf} auch
hier hei der Plasteinbildung ein Sinken in formoltitrierharem
Stickstoff vorgegangen ist, sei es, daR man mit den durch
direkte Titrierung in der Aufsehlemmung gewonnenen Zahlen
rechnet oder mit Zahlen, gewonnen durch Titrierung je im
Filtrate und Plastein fir sich. Bei 5° ist nach Verlauf von
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Il ©’lun*n keine meRbare Veranderung des formoltitrierbaren
tiekstoffes vor sich gegangen (vgl. die Tabellen VI und VII),
doch konnte die noch flissige Mischung mit Wasser nicht klar
gemischt werden. Bei 37» lindet sich nach 24 Stunden wie
gewohnlich Plasteinbildung und Sinken in formoltitrierbarem
Stickstoff. Bei 60» und 70" sind die LAsungen nach tl1* Stunden
koaguliert und gleichzeitig ist ein Sinken in formoltitrierbarem
Stickstoff zu bemerken. Mit Ricksicht auf die Versuche bei
diesen lemperaturen soll erwdhnt werden, dal} die Witte
Pepton- und .Pepsinlésung, je fir sich zu der angegebenen
Temperatur, bevor die Mischung stattfand, erwarmt wurden ES
ist hieraus zu sehen, dall die Plasteinbildung selbst bei 70»
verlauft und wie es nach den hierlber angestellten, Ubrigens
nur wenigen Versuchen scheint, sogar schneller als bei 37»
Wir fugen der Vollstdndigkeit wegen hinzu, dal} sich die Koa-
gulation schon nach 1 Stunde eingestellt hatte, und dal} die
Mischung schon nach >* Stunde dickfllssiger geworden war
und Piastern ausgeschieden hatte.

W ir haben hiermit die Versuche tber die Plasteinbildung
selbst abgeschlossen und bemerken schlieBlich nur, dal3 wir
uns natdrlich davon Uberzeugt haben, dal} weder eine Pepsin-
losung, noch eine Witte-Peptonlésung beim Stehen im Thermo-

staten seinen Formoltiter verandert.

I | I
In ¢*en °”~en Angestellten Versuchen haben wir nach-

gewiesen, daR bei der Plasteinbildung wahrscheinlich ein syn-
thetischer Proze3 vor sich geht. Wenn dies der Fall ist muR

man erwarten, dal} das gebildete Plastein den genuinen Protein-
Sofien nadher steht als das Ausgangsmaterial. In der Ein-
leitung ist erwadhnt, wie die verschiedenen Verfasser gefunden
unen, dalR das Plastein die verschiedenen Reaktionen der
roteinstofie gibt; dagegen wird indessen angefihrt, dald dieses
Verhalten mdoglicherweise davon herryirt, dal das Plastein
esich von dem StofT, von welchem man ausging, nicht voll-
standig auswaschen laRt, und in einem friheren, von Bayer
dargestellten Plasteinpraparat vermift man die ProteinstofT-

reaktionen. / '
lloppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXI. H-t
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Kir die von uns vorgenommenen Untersuchungen Uber
die chemische Natur des Plasteins diente zur Grundlage, daR.
je komplizierter die Proteine gebaut sind, desto mehr peptid-
gebundenen Stickstoff missen sie enthalten, oder was dasselbe
ist — desto geringer formoltitrierbaren Stickstoff missen sie
haben. In einer friheren Abhandlungl) haben wir bei An-
wendung der Formoltitrierung und Ammoniakbestimmung vor
und nach der totalen Hydrolyse mit S&ure eine Methode zur
Bestimmung der Menge des peptidgebundenen Stickstoffes in
den Proteinstoffen oder ihren Spaltungsprodukten angegeben.
Diese Methode ist namentlich geeignet zu entscheiden, ob ein
sauregespalteter oder fermentverdauter Proteinstoff ganz ab-
gebaut ist oder nicht. Wenn es sich um die mehr kompliziert
gebauten Proteine handelt, so erhalt man eine Vorstellung
von ihrem Bau durch Untersuchung der Prozentmenge ihres
Gesamtstickstoffes, die formoltitriert werden kann, indem man
von einer lackmusneutralen Losung ausgeht. Auf diese Weise
haben wir das Plastein untersucht und zum Vergleich dieselben
Bestimmungen vorgenommen, teils in einigen Proteinstoffen und
teils in einigen Spaltungsprodukten der Proteinstoffe.

Tabelle XVI.

Zur Formoltitriorung wurde eine lackmusneutrale Gehalt an formoltitrier-
| harem N in °/o des

Losung angewandt von Total-N ausgedruckt

F.destin gelost in gesattigter NaCl-Losung - - - 2.5
Trockenes Hiihnereiweil3........................ (5.1
Alkalische Gaseinlésung neutralisiert mit Salzsaure 11.9
Fibrinogen von Pferdeblut........................... 7.1
Fibrinogenglobulin  » » e oo - - - 5.3
Serumglobulin > e k.8
Serumalbumin » P s 9,1
Witte-Pepton.......ccccvievieiiiniencec s 1J.,4

Pepton Roche..............ccocoviiiiiiiinen, 36.4

Aus obenstehender Tabelle XVI ist zu ersehen, dal Hihner-
eiweil} nebst einigen Proteinstoffen von Blut 5—7 °/o formol-

*) Diese Zeitschrift. Bd. LXVILI.
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titrierbaren Stickstoff enthélt. Casein dagegen enthélt be-
deutend mehr. Hieraus ist indessen nicht ohne weiteres zu
erschlieen, dall das Casein weniger kompliziert gebaut ist als
andere genuine ProteinstofTe, indem d'er ausgepragte Sé&ure-
charakter des Caseins bei Titrierungen der angegebenen Art
moglicherweise eine Rolle spielen kann.

Auller den in Tabelle XVI aufgefiihrten Bestimmungen
haben wir versucht, ob man nicht imstande sei, weitere Auf-
klarungen Uber den forinoltitrierbaren Stickstoff zu erhalten
indem die Formoltitrierung in mehreren Stadien vorgenommen
wurde, was wir bei den in Tabelle XVII angegebenen liestim-
inungen durchgefiihrt haben.

Eine Formoltitrierung in mehreren Stadien ist friiher von
V. Henriques und S. P. L. SOGrensen!) vorgenommen worden,
um zu entscheiden, ob man bei der quantitativen Bestimmung
der Aminosauren im Harne die Formoltitrierung in einem lackmus-
neutralen oder pbenolpbtbalcinneutralen Harne vornehmen sbH.

Wir bemerken hier tber dieses Verfahren folgendes: man
geht von einer lackmusneutralen Losung aus, der Phenolphthalein
zugeflgt ist, und bestimmt danach die Anzahl Kubikzentimeier
1 &-n-NaOH, die zu der Losung gefiigt werden sollen, um folgende
Resultate zu erreichen:

1. Stadium (vor Zusatzvon Formol) zu schwach roter Farbe

(* * * * ) ».stark
(= I*arbenstarke der-Kontrolle).
x ,nach * S 1 ) zu schwach roter Farbe
. ( - * » ) » stark » »

Zum Verstandnis der Bedeutung der vier Stadien machen

wir darauf aufmerksam, daR die Salze schwacher Sauren, wie
z. B. essigsaures Natron, eine lange Strecke zwischen lackmus-

neutral und phenolphthaleinneutral (zu schwach roter Farbe)
zeigen werden. Das erste Stadium wird also grol sein, wahrend
das zweite Stadium ganz kurz ist, indem die Lésung mit einem
Tropfen Vs-n-NaOH von schwach roter zu stark roter Farbe
geht. Hat man dagegen mit Salzen von starken Sauren mit

einer schwachen Base wie Ammoniak zu tun, stellt sich das

") Diese Zeitschrift. Bd. LXIII.
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Der zur Untersuchung

vorliegende Stoff

Trockenes Huhnereiweil3
Pepsinverdautes Hihner-
eiweild
Edestin geldst in
gesattigter NaCl-Liisung

Handelsgelatine

Casein |

Pepsinverdautes Casein Jh L

Schwefelsdurespaltungs-
produkt von Casein

Witte-Pepton

Witte-Pepton,
abdestilliert Ammoniak

Pepsinverdautes
Witte-Pepton

Plastein von Witte-
Pepton

Filtrat von Plastein Nr. 11

Plastein von pepsin-
verdautem Wi tte-Pepton

Filtrat von Plastein Nr. 13

Plastein von pepsin-
verdautem Huahnereiweild

Filtrat von Plastein Nr. 15

Plastein von pepsin-
verdautem Casein

Ver-
suchs-
num-

mer

O

*

5

10
11

12

13

14

15

16

17

Tabelle XVII.

Formoltitrierung in
4 Stadien.

Pro 100 mg N wurden
verbraucht x ccm
Vo-n-NaOH

X =0=
1] 21314

0,20 040 180 207
350 422 731 759
053 059 099; 1,07
0.28 030 135, 1,42]1
141 155 324 352
320 383 7,380 7,52
2,04 3,74 24,83 2549
225 252! 480 5,05
243 2.09: 477 495
3.52; 389 7.00 7.3
147 167] 3,13 3,25
250 273 538 557
231 250 4,04 4,13
309 351 753 773

2531 2,88l 437 4711

3,40 4,20 840 870 |

1235 205 388 398

Filtrat von Piastein Nr. 17 U 1 3.22 381 830 848

Plastein von pepsin-
verdautem Plastein von

Witte-Pepton

in

i !
2,88 3.14S -4'49’i 4.74

Kontrolle.
Pro

100 mg N
X ccm
‘/s-n-Nat )H
X —
0.05
0,011
0,04
0,07
0.11
0,08
0.22
0.09
0,00
00D
0,10
0,10
0,10
0,ib
°’u

0,20

0,10

0.08'

0.13

Gehalt an

formoltitrici
harem N in

des Total-N
ausgedriickt

(2,07 40.05,
X 28 =56",
(7,5940,09,
X28=210",
(1.07 4 0.04
X 28 =29
(1,42 -i-0,07!
X 28 — 3,80,
(3,52 * 0.14)
X 28 = 95-
(7,52 —0,08i
X 28 =205
(25,49 -7*0,22
X 2,8 =7080
(5.05 40,09;
X 28:;=139
| (4,95 -f-0.0iC
IX 2,8= 136"
(7,13 40.0>;
Ix28 198
(3,25 4- 0.1
X 2,8 = 88|
(557 4 0.1
X 28 =153
(4,13 4 0.1)
X 28 =113
(7,73 4 01
1X28 =211
(4,71 -71-0,11
| X 28 =129
8,7 40,2
'y 2,8 =235
(3.98 - 01
X 2,8 =109
(8,48 40.0s
X 28 =235

(474 401 ;
X 2.8 = 12"
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Verhalten anders. Hier wird namlich das 2. Stadium von
schwach zu stark roter Farbe mit Phenolphthalein (ohne Formol)
sehr lang im Vergleich mit dem 1. Stadium sein. Haben wir
mit Salzen schwacher Sduren mit schwachen Basen zu tun,
oder mit komplizierter gebauten Stoffen, die sowohl den Charakter
schwacher Sauren als schwacher Basen haben, so werden wir
also sowohl das erste wie zweite Stadium bei der Titrierung
sehr lang finden. Betreffend Titrierung der Polypeptide liegt
in der Literatur nur ein einzelnes Dipeptid untersucht vor,
namlich das Glycylglycin. > Es zeigte sich hier,. dall sowonhl
das 1. wie 2. Stadium sehr lang, wahrend das 3. und i. Stadium
nehr kurz war,

Betrachten wir mit diesen Verhdltnissen in mente Ta-
belle XVII, so linden wir, dal} die verschiedenen genuinen Pro-
teinstoffe einen ausgepragten Unterschied von einander zeigen.
Aus den Tabellen ist somit zu ersehen, dal} zwischen Casein
und Hiihnereiweill ein groRer Unterschied besteht. Fir das
Casein fallt ungefahr die Halfte des Gesamtformolliters im
1. Stadium, wahrend nur ca. des Gesamtformolliters-im
1. Stadium féllt, wenn es sich um Huhnereiweily handelt. Das
Edestin gleicht betreffend die Stadien dem Casein, enthéalt aber
bedeutend geringeren formoltitrierbaren Stickstoff als sowohl
Casein wie HuhnereiweiR. Leim liegt ungefédhr in der Mitte
zwischen Casein und Hihnereiweil3, enthalt aber weniger formol-
titrierbaren Stickstoff als die beiden. Besonders charakteristisch
zu sehen ist die Verschiebung, die zwischen den Stadien bel

der Pepsinverdauung vorgeht. In pepsinverdautem Huhner-
eiweil3 fallt somit ungefahr die Héalfte des Gcsamtformoltilers

im 1. Stadium (in allgemeinem HdubnereiweilR nur [ wj. Bei
den Ubrigen in der Tabelle aufgefluhrten Bestimmungen der
pepsinverdauten Stoffe findet sich ungeféhr dasselbe Verhalten.
Bei starkerer Spaltung z. B. bei sduregespalteten Stoffen ist
das Verhalten wieder verédndert. In einem Schwefelsdure-
spaltungsprodukt von Casein (der Stoff enthielt 8«/o peptid-
gebundenen Stickstoff) fielen nur | to des Gesamlformoltiters
im 1. Stadium.

) V. Henriques und S. I*. L. S6 rensen. Diese Zeitschrift. Hd. LXMI
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Daraus ersieht man, daR das 1. Stadium im Verhalten
zum Gesamtformoltiter durch die vorwartssehreitende hydro-
Iytische Spaltung der Proteinstoffe verandert wird und zwar
so; dalR das 1. Stadium erst steigt und schlieRlich abnimmt.
Die Erklarung dieses eigentimlichen Verhaltens ist sicher in
folgendem zu suchen: Bei der Pepsinverdauung wird eine grof3e
Menge Polypeptide gebildet, die sich, wie angenommen werden
mul, Dbei der Formoltitrierung auf ahnliche Weise wie das
Glyeylglycin verhalten, d. h. ein sehr wesentlicher Teil des
Gesamtformoltiters wird im 1. Stadium féllen. Nach und nach,
wenn die Hydrolyse vorwarts schreitet, werden von den Poly-
peptiden einzelne Aminosiuren gebildet, und haben wir mit
sauregespalteten Proteinen zu tun, dié hauptsachlich aus einer
Mischung verschiedener Aminosauren bestehen, wahrend die
Menge der Polypeptide verhaltnismaRig gering ist, wird die
Formoltitrierung sich dem Verhalten ndhern, das bei Formol-
titrierung von Glycin vorhanden ist, d. h. das 1. Stadium rickt
wieder zurlick, um nur ein geringerer Teil des gesamten Formol-
titers zu werden.

In bezug auf die naheren Einzelheiten betreffend die Be-
stimmung sei folgendes angeflhrt:

Die Formoltitrierung wird fur die in Wasser l0slichen
Stoffe — samt fir den in gesattigter Chlornatriumldsung 16s-
baren Stoff, Edestin — in einer lackmusneutralen Losung vor-
genommen. Der Umschlag auf dem Lackmuspapier war nicht
in allen Féllen gleich gut, weshalb die Lésung nach Neutralisation
gegentber Lackmuspapier weiter auf eine Wasserstoffionen-
konzentration von 10 -"707 eingestellt wmrden und zwar mit
Hilfe der S6rensenschen Phosphatmischungen und Azolithmin
als Indikator. Die mit Lackmuspapier neutralisierten Ldsungen
waren in der Hegel ein wenig saurer als die Phosphatraischung
der Wasserstoffionenkonzentration 10 + 707: aber 10 ccm
schlugen am Oftesten mit einem Tropfen (= 0,03 ccm) l:.-n-
NaUH um. Wir gingen von den kolorimetrisch neutralisierten
Mischungen aus.

In bezug auf das Casein und die Plasteinpraparate, die
in Wasser ja unloslich sind, gingen wir von einer alkalischen
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Losung aus, die wir Lackmuspapier gegeniber neutralisierten.
Das Casein verblieb in Losung, wahrend das Plastein aus-
gelallt wurde. Die ‘Caseinlésung wurde aufRerdem kploriraetrisch
mit Azolitbmin und Phosphatmischung eingestellt, In den so
neutralisierten Lésungen oder Mischungen wurde die Formol-
titrierung in 4 Stadien auf gewohnliche Weise vorgenommen,
indem zu stark roter Farbe titriert wurde. Das Plastein wurde
wahrend des 2. Stadiums vollstdndig gel6st und bei dem nach-
folgenden Zusatz von Formol nicht ausgefallt.

Bei der Neutralisation der alkalischen Lésungen des Caseins
und der Plasteinpraparate bemerkte man gleichzeitig den Saure-
charakter der betreffenden Stoffe, indem namlich eine alkalische
Losung zur Neutralisation weniger Saure braucht, als Natron
zugefiigt ist. was aus nachstehender Ubersicht hervorgeht.

Gesamt- D¢ Fir Neu- "
~ enthaltene tralisation |
Anzahl  gebraucht Bemerkungen
in mg ecm ccm
'fo-n-NaOll  7--HGL-
Casein. Tabelle XVII.Nr. 5 71.0 5.0 : 4.0 Kein Fallen
Plaslein. ¥ > > N e n.() 4.85
- 18 140 50 4.60
> 15 870 5.0 4.70 Fallen
- 17980 50 410
> 53 780 5.0 8.50
Casein. . XVI. .. reo ) 4.0 86 - iKein Fallen

Das Casein, Tabelle XVII Nr. 5 wurde durch Kkolori-
metrische Einstellung mit Azolithmin und der Phosphatmischung
neutralisiert. Das Casein, Tabelle XVI. und die Plasleinpri-

parate wurden Lackmuspapier gegenuiber neutralisiert. Als Ver-
gleich soll angefiihrt werden, dall das Casein, Tabelle XVII

Nr. o, bei der Neutralisation Lackmuspapier gegeniber 4,8 ccm
L/r»-n-NaOH verbrauchte. 1

Die Zahl, die fir gegenwartige Untersuchung besonders
Interesse verdient, ist indessen der Prozentsatz des formol-

titrierbaren Stickstoffes der Plasteinpraparate. Wie man auf
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Tabelle Xyll sieht, enthalten die Plasteinpraparale von 8,8°/0
bis 12,9°/o formoltitrierbaren StickstofT. Als Vergleich hierzu
sei angefuhrt, dall Huhnereiweilf 5.6°/o, Casein 9,5°/0 und
W itte-Pepton 13,3 °/0 formoltitrierbaren Stickstoff enthalt. Hier-
aus geht hervor, dal} die Plasteinpraparate nicht so kompliziert
gebaut sind wie die genuinen ProteinstofTe, wenn auch in
einzelnen Fallen (Nr. 11) nicht viel daran fehlt. Es ist ferner
zu sehen, dal’ die verschiedenen Plasteinpraparate verschiedene
Mengen formoltitrierbaren Stickstoff enthalten und zwar so,
daB, je starker abgebaut der zur Plasteinbildung verwendete
Stoff gewesen ist, desto mehr formoltitrierbaren Stickstoff ent-
halt das gebildete Plastein. Hieraus ist ersichtlich, dal} xiie
verschiedenen Plasteinpréparate jedenfalls nicht identisch sind,
wenn auch, wie verschiedene Verfasser gezeigt haben, ihre
elementare Zusammensetzung nicht viel variiert.

Aus den Versuchen Uber die Plasteinbildung selbst wird
ersichtlich, dafl nicht bei allen Versuchen Gelatinierung ein-
trat: mitunter wurde ein Stoff ausgefallt, ohne daR die Mischung
gelatinierte. Dies war namentlich bei den stark abgebauten
Stoffen der Fall. Bei einigen Versuchen geht also Gelatinierung
der Losung -f Ausféllen eines Stoffes vor sich; bei anderen
Versuchen dagegen nur ein Ausféllen; es scheint somit die
Mdglichkeit vorhanden, daR die Synthese etwas flr*sich und
unabhangig von der Gelatinierung ist. Diese, die besonders
emtntt, wenn vorwiegend kompliziert gebaute Stoffe verwendet
werden, braucht also garnicht der Ausdruck einer Synthese
zu sein, kann aber, moglicherweise von einem einfachen Koa-
gulationsproze3 herrthren.

Wir haben in oben mitgeteilten Untersuchungen lediglich
du \\ iikling des Pepsins auf konzentrierte Losungen peptischer
Spaltungsprodukte untersucht. Figt man Pankreatin zu einer
ca. fO°/oigen Losung des Witte. Peptons, so erstarrt die Losung

nach eintdgigem Stehen bei 37« zu einer festen Gallerte, und
bei einer nachfolgenden Mischung mit Wasser sieht man! dal

sich ein in Wasser unl6sbarer Stoff gebildet hat; Waéahrend
des Prozesses ist indessen ejne stark proteolytische Spaltung
vor sich gegangen: ob hier der gebildete unldsliche Stoff das
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Resultat eines synthetischen Prozesses ist, bietet deshalb be-
sondere Schwierigkeiten dar. nachzuweisen.

Résume.

Higt inan einer passenden salzsauren und konzentrierten
Losung peptischer Spaltungsprodukte Pepsin hinzu, so geht
ein synthetischer ProzeR vor sich, dessen Umfang sich teils
durch Gerbsaurefallung und teils namentlich durch Formol-
titnerung messen laB8t. Der ProzeR verlauft zwischen 5« tmd 70«
Der synthetisierte Stof}' und die davon gebildete Menge ist nach
dem Ausgangsmaterial verschieden; je starker gespalten dieses

gewesen ist, desto weniger kompliziert ist der Bau des syn-
thetisierten Stolies, aber in desto groRerer Menge wird er
gebildet. Er wird von den kompliziertesten gebauten Stollen in
der Mischung gebildet und enthdlt in einzelnen Fallen nicht viel

mehr formoltitrierbaren Stickstoff als die genuinen Proteinstoffe.



