Uber quantitative Globulinbestimmungen mittels Ammansulfat-
fallung und dber die Reindarstellung von Globulinen.
Von
Privatdozent Dr. Hugo Wiener.

A\us dom medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat in'l'rag.t
(Der Deduktion zugegangen am 26. Juli 1011)

Die fraktionierte Féllung der Eiweil3kdrper mit Ammon-
sulfat, wie sie von Hofmeister eingefihrt und von Kauder,l)
Pohl,2) Lewith3) und Spiro und Porgesd) weiter ausge-
aibeitet wurde, bedeutete einen wesentlichen Fortschritt in der
Methodik der Trennung der einzelnen EiweilR3korper und er-
moglichte erst eine ganze Reihe von chemischen Untersuchungen
an denselben. Wegen ihrer einfachen Durchfuhrbarkeit wurde
sie auch vielfach bei experimentellen und Klinischen Arbeiten
verwendet und so entstanden eine Reihe von Untersuchungen,
in denen mit Hilfe dieser Methode das Verhéltnis der ver-
schiedenen EiweiRfraktionen im Rlutserum und seine Anderungen
nach verschiedenen Eingriffen oder bei verschiedenen Krank-
heiten studiert wurden.

Dies konnte freilich nur unter der stillschweigenden Vor-
aussetzung geschehen, dal} diese Methode eine quantitative sei,
<. h. dalk aus einem EiweiRgemisch, wie es das Blutserum dar-
stellt, durch eine bestimmte Ammonsulfatkonzentration eine be-
stimmte EiweilRfraktion vollstdndig ausgefallt wird und eine
andere, bei einer anderen Ammonsulfatkonzentration féllbare

) Zur Kenntnis der Eiweihkdrper des Blutserums. Arch. f. exp.
Path.. Bd. 20, S. 411, 1886.

*) Ein neues Verfahren zur Bestimmung des Globulins im Harne
und in serdsen Flussigkeiten. Arch. f. exp. Path.. Bd. 20, S. 42(>, 188f>.

3) Zur Lehre von der Wirkung der Salze. 1 Mitteil. Arch. f. exp

Path.. Bd. 24, S. 1. 1888.
#| Globuline des Blutserums. Hofmeisters Beitr., Bd. 8. S. 277,1902.
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nicht mitgefallt wird. Und doch hatte sich auBer Pohll) keiner
der Autoren mit der quantitativen Seite dieser Frage beschaftigt.
Pohl war der einzige, der sich die Frage vorlegte, ob bei
Halbsattigung mit Ammonsulfat wirklich nur das Globulin und
ob dieses vollstandig ausgefallt wird. Freilich machte er seine
Untersuchungen nicht an Blutserum, sondern an Eiweil3harnen
und serésen Flissigkeiten und es lassen sich daher seine Re-
sultate nicht ohne weiteres auf Blutserum Ubertragen. Dal
das Globulin bei Halbsattigung mit Ammonsulfat vollstandig
ausgefallt wird, erschlo3 Pohl, wie dies schon Kauder getan
hatte, aus dem Umstande, dafll nach der Globulinausfallung ein
ziemlich grof3es Spatium vorhanden ist, bis man bei stetig zu-
nehmender Ammonsulfatkonzentration wieder eine Triibung er-
halt, die bereits als Albuminfallung angesehen werden muR.
Aber auch in der anderen Richtung entschied sich Pohl
fir die Brauchbarkeit der Methode in quantitativer Hinsicht,
indem er auch den Nachweis erbracht zu haben glaubte, daf
die durch Halbsattigung mit Ammonsulfat erzeugte Fallung nur
aus Globylin bestehe. Auf Grund zweier Tatsachen gelangte er
zu .dieser Anschauung. Erstens fand er eine sehr weitgehende
Ubereinstimmung der mit dieser neuen Methode gefundenen
Werte mit den nach der alten Methode von Hammarsten
durch Séattigung mit Magnesiumsulfat erhaltenen. Zweitens
zeigte der bei Halbsattigung mit Ammonsulfat gefallte Eiweil3-
korper die damals fur das Globulin als charakteristischste
angesehene Eigenschaft, ndmlich Fallbarkeit durch Dialyse.
Freilich wurde zunéchst nur ein Kkleiner Teil durch Dialyse
geféllt. Durch Abfiltrieren des geltst gebliebenen Anteiles,
abermalige Fallung mit Ammonsulfat und nochmalige Dialysie-
rung wurde abermals ein Teil des Eiweil’es zur Ausféllung
gebracht und durch mehrfache Wiederholung dieser Prozeduren
wurde es dahin gebracht, daR schlieBlich die in der letzten
Portion noch enthaltene Eiweillmenge fast ganz durch Dialyse
. ausgefallt wurde, die zurlckbleibende Flussigkeit eiweil3frei war.
so daB Pohl den SchluR zieht, daR die ganze, durch Halb-
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Sattigung mit Ammonsulfat ausgeféllte Eiweimenge Globulin
sei. Trotzdem besteht aber die Mdglichkeit, dal bei diesem
Ainmonsulfatzusatze auch noch andere Eiweil3fraktionen mit-
gerissen wurden, ja daR vielleicht letztere gerade es waren,
welche das Ausfallen des gesamten Globulins durch Dialyse
verhinderten, daR sie bei dem wiederholten Umfallen des in
Losung gebliebenen Globulinanteiles allméhlich immer mehr
entfernt wurden, bis schliellich nur das reine Globulin zuriick-
blieb, das dann bei der Dialyse vollstdndig ungehindert aus-
fallen konnte. Fur eine solche Mdoglichkeit sprechen meine
gleich mitzuteilenden Versuche, die freilich lediglich mit Blut-
serum und nicht mit EiweiBharnen angestellt wurden.

Wie dem aber auch sei, dal die fraktionierte Fé&llung
mit Ammonsulfat, wie man sie allgemein ausfihrt, fur das Blut-
serum Kkeine quantitativen Besultate gibt,, davon kann man
sich leicht schon durch orientierende Versuche Uberzeugen.

Verwendet man zu solchen Versuchen ein Blutserum, das
aus irgendeinem Grunde gellsten Bluttarbstotl enthalt, so kon-
statiert man, daR jeder durch Zusatz von Ammonsulfat f- auch
durch den geringsten, bei dem Uberhaupt ein Niederschlag
entsteht — erzeugte Eiweil3niederschlag von mitgefallte'm Blut-
farbstoff intensiv braunrot gefarbt ist, obzwar der Blutfarb-
stoff isoliert erst bei sehr hohen Ammonsulfatkonzentrationen
auslallen sollte. Filtriert man einen solchen Niederschlag ab.
l6st ihn in einer beildufig dem ursprunglichen SerumVolumen
gleichen Menge Wasser und stellt in dieser Losung die. gleiche
Ammonsulfatkonzentration, bei der der Niederschlag aus dem
Serum erhalten wurde, wieder her, so entsteht abermals ein
Niederschlag, der sich in der Intensitat der Farbung kaum von
dem ersten unterscheidet. Trotzdem ist aber ein Teil des
friher mitgefallt gewesenen Blutfarbstoffs in Lésung gegangen,
was man aus der roten Farbe der Uber dem Niederschlag
stehenden klaren Flussigkeit erschlieen muf}. Wiederholt man
diese Prozedur etliche Male, so bleibt immer wieder ein Teil
des Blutfarbstoffs in Lésung, aber der immer wieder erzeugte
Niederschlag hélt doch soviel Blutfarbstoff fest, dal} eine Ab-
nahme seiner Farbung kaum wahrzunehmen ist.
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Ganz die gleichen Resultate erhdlt man. wenn man einen
bei einer bestimmten Ammonsulfatkonzentration erzeugtenNiedei-
schlag aufs Filter bringt und ihn mit einer Ammonsulfatlésung
gleicher Konzentration auswascht. Ein Teil des mitgefallten
Blutfarbstoffes geht zunéchst in Lésung, die abflieRende Fllssig-
keit ist erst intensiv rot geféarbt, die Farbe derselben hellt sich
aber rasch auf, schlieBlich flieRt die Flussigkeit farblos ab,
der Niederschlag ist aber dennoch intensiv gefarbt geblieben.

Verdiinnt man aber ein solches hdmoglobinhaltiges Serum
von vornherein sehr stark und stellt dann in ihm die gleiche
Ammonsulfatkonzentration, wie in den friheren Versuchen her,
so fallt ein weiller Niederschlag aus, der auf dem Filter, ohne
gewaschen zu werden, sich in schneeigweilRer Farbe prasentiert.

Es geht daher aus diesen Versuchen hervor, daf} im Serum
schon bei einer relativ geringen Ammonsulfatkonzentration aulRer
dem Eiweil3kérper, der bei der betreffenden Ammonsulfatkon-
zentration ausgefallt wird, auch noch ein anderer EiweilRkorper,
der erst bei einer viel hdheren Ammonsulfatkonzentration ausfallen
sollte, der Blutfarbstoff, mitgefallt wird, dal} ein Teil des letzteren
zwar nachtraglich durch Waschen mit der gleichkonzentrierten
Ammonsulfatlésung wieder entfernt werden kann, ein Teil aber
hartndckig dem Niederschlag anhaftet und auf diese Weise
nicht mehr von demselben getrennt werden kann. Dall man
auch durch mehrmaliges Umféllen den Niederschlag von einem
Teile des mitgefallten Blutfarbstoffes befreien kann, dal} aber
die vollstandige Befreiung des Niederschlages von dem Blut-
farbstoffe hdchstens nach zahllosen Umfallungen mdglich ist.
wozu ich es freilich nie gebracht habe, woflr aber der Um-
stand spricht, daB nach mehrmaliger Umféllung immer noch
betréachtliche Mengen Blutfarbstoffs in Losung blieben. Daf
man schlieBlich durch (auRerordentlich) starke Verdunnung des
Serums das Mitfallen von Blutfarbstoff verhiten kann.

Es war nun von vornherein zu erwarten, dal das, was
diese orientierenden Versuche fur einen Eiweil3korper, den Blut-
farbstoff, dessen Anwesenheit schon mit dem Auge erschlossen
werden konnte, erwiesen, auch fir andere EiweiBkorper Giltig
keit haben dirfte. Es war also die Frage zu erwé&gen, ob
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latsachlich die fraktionierten Salzfallungen quantitativ erfolgen,
da Tauschungen infolge des MitreiRens anderer Eiweil3korper
die Resultate entstellen kénnen. Gleichzeitig war durch diese
Versuche der Weg vorgezeichnet, den man einzuschlagen habe,
um diese Frage zu entscheiden.

Es wurden dementsprechend gleiche Mengen eines Serums
»der vielmehr, wie ich es fast ausschliel3lich machte, da es
zur Losung dieser Frage hinreichend erschien, nur eine be-
stimmte Eiweil3fraktion zu studieren, gleiche Mengen eines
Filtrates genommen, das ich nach Austéallung eines Serums bei
einer bestimmten Ammonsulfatkonzentration erhalten hatte.
Diese Proben wurden in verschiedenem Male verdinnt und
dann in allen eine gleiche, hdhere Ammonsulfatkonzentration
hergestellt. Die Verdinnung geschah nicht mit Wasser, sondern
mit einer Ammonsulfatlésung, deren Konzentration jener ent-
sprach, die schlieBlich in der Gesamtlésung hergestellt werden
sollte. (Der Nachweis anderer, mitgefallter Eiweil3fraktionen
konnte nattrlich nur mit der Wage gefuhrt werden.)

Da ich zunachst den EinfluR des Auswaschens .des auf
das Filter gebrachten Niederschlags nicht kannte, so unterliel3
ich das Freiwaschen von dem das Filter und den Niederschlag
durchtrankenden gelost gebliebenen Eiweil3, bestimmte die
Menge des letzteren auf einem anderen Wege und brachte
cs von dem durch Wagung bestimmten Werte in Abzug.

Das nahere Vorgehen war folgendes: Der in einer Probe
erzeugte Niederschlag wurde mehrere Stunden stehen gelassen,
dann auf ein gewogenes Filter gebracht, der Rest des im Becher-
glase gebliebenen Niederschlages durch mehrmaliges Nach-
waschen mit dem Filtrat ebenfalls quantitativ aufs Filter ge-
bracht. Da die Filtration ziemlich langsam vor sich ging und
es daher langerer Zeit bedurfte, bis der ganze Niederschlag
un Filter war, wurde, um eine Verdunstung und dadurch eine
Konzentrationsvermehrung der Ammonsulfatlésiing zu verhuten,
die ganze Filtration in einer feuchten Kammer vorgenommen,
die ich mir in der Weise herstellte, daf ich das Koélbchen mit
dein Trichter in eine Porzellanschale mit flachem Roden stellte,
m dieselbe eine geringe Menge einer Ammonsulfatlésung gleicher

Uoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXX1V.
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Konzentration goR und tber das Ganze eine Glasglocke stllpte,
deren Hand in die Flussigkeit eintauchte.

Nach Beendigung der Filtration wurde das Filter leicht
abgeprel3t und zunachst feucht gewogen, dann bei ca. 110° G.
zur Gewichtskonstanz getrocknet und abermals gewogen, schliel3-
lich mit heiBem Wasser ammonsulfatfrei gewaschen, abermals
bei 105—110° C. zur Gewichtskonstanz getrocknet und noch-
mals gewogen. Die Differenz zwischen dem Werte (1) bei der
ersten und dem Werte (2) bei der zweiten Wagung bedeutete
den Wasserverlust, die Differenz zwischen dem Werte (2) bei
der zweiten und dem Werte (3) bei der dritten Wagung den
Ammonsulfatverlust, die Differenz zwischen dem Werte (3) der
dritten Wé&gung und dem Gewichte des leeren Filters (4) die
Menge des gefallten Eiweiles vermehrt um die Menge des
das Filter und den Niederschlag durchtrankenden gelost ge-
bliebenen Eiweilies.

Um nun in bequemer Weise zunéchst das feuchte, dann
das trockene Filter wégen und dann das trockene Filter sulfat-
frei waschen und nach abermaliger Trocknung wagen zu kdnnen,
hat sich folgender Vorgang bewéhrt. Ein getrocknetes Papier-
filter wurde in ein getrocknetes, mit Glaswolle adjustiertes
Ludwigsches Filter, wie man es zur Harnsdurefiltration be-
nutzt, gesteckt, das Ganze gewogen, dann das Filter heraus-
genommen, auf demselben der Niederschlag gesammelt, nach
Abpressen das Filter wieder in das Ludwigsche Apparatchon
gebracht, das Ganze abermals gewogen, dann getrocknet und
wieder gewogen, schlieBlich in dem Ludwigschen Filter die
Sulfatfreiwaschung vorgenommen und das Ganze wieder ge-
trocknet und gewogen.

Es handelte sich dann nur noch darum, die Menge des
mitgewogenen geldst gebliebenen Eiweilles zu bestimmen, um
dieselbe von der gewogenen Gesamtmenge des EiweilRes ab-
ziehen und so die Menge des geféllten EiweilRes berechnen
zu konnen.

Zu'diesem Behufe wurde eine abgemessene Menge des
Filtrates in einem Wageglaschen gewogen, dann zur Gewichts-
konstanz bei ca. 110° C. getrocknet und abermals gewogen.



Uber quantitative Globulinbestimmungen usw. 35

Die Differenz zwischen dem bei der ersten Wé&gung erhaltenen
Werte (1) und dem bei der zweiten Wagung erhaltenen Werte (2)
ergab den Wassergehalt des Filtrates. Die Differenz zwischen
dem Werte 2 und dem Gewichte des leeren Wagegléschens (3)
ergab den Trockenrlckstand, die Summe beider Differenzen
das Gewicht des entsprechenden Volumens des Filtrates.

Aus den friheren W&gungen war der Wassergehalt des
Filters + Niederschlages bekannt, aus den letzten der Wasser-
gehalt des Filtrates, es konnte daher durch eine einfache Pro-
portion berechnet werden, wieviel von der Eiweil3lésung, dem
Filtrate den Niederschlag und das Filter durchtrankt hatte.
| m dann die aus dieser Eiweil3lésung stammende, mitgewogene
Eiweilmenge zu bestimmen, bedurfte es nur noch der Ermitte-
lung des EiweilRgehaltes des Filtrates. Dies geschah in der
Weise, dal} eine abgemessene Menge des Filtrates mit saurem
phosphorsaurem Natron versetzt, aufgekocht und durch ein
gewogenes Filter filtriert wurde. Das Filter wurde dann am-
nionsulfatfrei gewaschen, getrocknet und gewogen. Der Ge-
wichtszuwachs bedeutete die in dieser Menge enthaltene Ei-
weilmenge. Darnach konnte die aus dem Filtrate stammende
initgewogene Eiweillmenge berechnet und von der gewogenen
Gesamtmenge abgezogen werden. Auf diese Weise resultierte
dann die Gesamtmenge des EiweiRniederschlages.

Alle Proben wurden zur Kontrolle doppelt ausgefiihrt,
lue Versuche wurden in einem gut temperierten Raume vor-
genommen, dessen Temperatur keine nennenswerten Schwan-
kungen um 20° G. auch wahrend der Nachtzeit aufwies.

Ich will nun einige solcher Versuche anlihren.

Versuch |

240 ccm Pferdeserum werden versetzt mit (JO ccm einer halbgc-
siltigten und (JO ccm einer gesattigten Ammonsulfatlosung, so dal die
pnze Flussigkeit eine 7« gesattigte Ammonsulfatlésung darstellt.

Nach mehreren Stunden wird von dem entstandenen Niederschlag
abfiltriert und das Filtrat weiter verwendet.

1. 20 ccm  Filtrat werden bei Zimmertemperatur (ca. 20" C.) ver-
,nit 10 ccm einer gesattigten Ammonsulfatlésung, so daB eine Halb-
m'Oigung mit Ammonsulfat erzielt wird. Der entstandene Niederschlag

3*
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wird in der fruher beschriebenen Weise bestimmt. Dije Bedeutung de
Zahlen ist aus Seite 34 zu ersehen,

a) 1 197244 b) 1 19,6314
2. 163180 ww D > 170000 26314
0.8 D - +h
10,6808 05240 3. 16.1462 g'gggi
4 150578 4. 15.6128

a) 0.5390 g, b) 0.5334 g Eiweill gewogen.
10 ccm des Filtrats wiegen:
1. 19,7934

2. 11,3680 Jgflo) 11,4-434.
3. 1807

83500 3

In 10 ccm Filtrat wird, wie oben beschrieben, der EiweiRgehall
bestimmt Es ergibt sich:

Y 370680 033 O BB on -

Die Menge des mit dem Niederschlag mitgewogenen, geldst ge-
wesenen Eiweiles betrdgt demnach:

0,1248 X 3.1062 0,1250 X 2.6314

? 8,4254 00460 g. E) 8,4254 -= 0,03%0

Diese Werte sind von dem gefundenen Gesamtgewicht des EiweilRes

abzuziehen. Es betragt daher das Gewicht des Eiweil3niederschlages:
a) 0,5390 — 0,0460 = 0,4930g. b) 0,5334 — 0,0390 = 0.4944 g.
iin Mittel 0,4937 g.

2. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 20 ccm einer halbgeséttigten
und 10 ccm einer gesattigten Ammonsulfatlésung, so daR die gesamte
Flissigkeit wieder llalbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der ent-
standene Niederschlag wird wieder wie bei 1 bestimmt.

3 1 20.6680 1. 19.1646
) 171812 31836 D) > 164676 28970
‘ 3. 11U710 3. 15,6114 0862
4. 16,0172  403H 4 151590 04524

10 ccm Filtrat wiegen:
K 19,5962

In 10 ccin Filtrat wird der Eiweil3gehalt bestimmt.
*> JT™™ ™ (.08*2

13,7578 ' 30,7014 0.0878.
Von dem gewogenen Eiweil} ist daher in Abzug zu bringen:
00B22 Y BI85 e oy 00828 X 2600
8.5298 0283 9 b} ——gesag 00261 g

Daher betragt das Gewicht des Niederschlages:
at 0.4538 — 0,0283  0,4255¢, b) 0,4524 — 0,0261 — 0,4263 g.
im Mittel 0,4259 g.
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3. 20 cem Filtrat werden versetzt mit HO ccm einer halbgeséattigten
und 10 ccm einer gesattigten Ammonsulfatlésung, so dal die Flussigkeit
wieder Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Nieder-
schlag wird wieder wie oben bestimmt.

a) 1. 17,7108
) 20610 D) 7 20,3580
2. 15,4798 2 17,8840
3. 1477201 g,zgg 3. 17,1110 0,"/80
4. 14,3588 4. 16.6902 0,4208
10 ccm Filtrat wiegen:
1. 20,7288
2 121119 ;7%;;(; 11,4172,
3. 93116
In 10 com Fillrat wird der F.iweil3gelialt bestimmt.
a) 32,3»l° b) «,1748
32,3596 ' U -44,1430 ' "8

Von dem gewogenen EiweilR ist daher in Abzug zu bringen:
0,0314 X 2,2610 u 0,0318 X 2,4740

a) 8.617fi —{-c*2- b) \N/\7 = 00001 e
Daher betragt das Gewicht des Niederschlages:
a) 0,4138 — 0,0082 = 0,4056 g, b) 0,4208 — 0,0091 = 0,4111 g,
im Mittel 0,4087 g.

4. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 480 ccm halbgesattigter und
10 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung, so dal? die gesamte Flissigkeit wieder
llalbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Niedersclilag
wird wieder wie oben bestimmt.

a) 1. 206964 .

) 31162 0 1 191408 o s
2. 17,5802 ' ¢ 2. 16,2162
3. 165592 3. 1519084 0178
% M isp 0:40/2 4. 147884 03100

ip ccm Filtrat wiegen:

1 196106 86336 i

2..10,9770 1"ZZ  11,3986.
3. 8,2120 2'<fo0 |

In 10 ccm Filtrat wird der Eiweil3gehalt bestimmt.

a) 22,4114 b) 26.1432
22,4008 O0010 7 56 1416 0.0016.
Von dem gewogenen Eiweild ist daher in Abzug zu bringen:
0,0016 X 3,1162 0,0016 X 2,92-46
0,0006 g, b) o =0
8,6336 % 0 8,6336 0:(KK)S g

Datier betragt das Gewicht des Niederschlages:
a) 0,-4072 — 0,0006 = 0,4066 g, b) 0,4100 — 0,0005 -- 0.4095 g.
im Mittel 0,4080 g.
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In 20 ccm des Filtrats eines bei V «-Sattigung mit Ammon-
sulfat ausgofallten Serums wurden daher von der zwischen
| [4—N-Sattigung ausfallbaren Eiweil3fraktion gefunden 0,4937 g,
bei Verdunnung auf das Doppelte 0,4259 g, bei Verdinnung
auf das Funffache 0,4087 g und bei Verdinnung auf das Funf-
undzwanzigfache 0,4080 g.

Es wurden demnach in dem auf das Funfundzwanzigfache
verdunnten Filtrate nur 82,64°/0 des Wertes im unverdinnten
Filtrate gefunden.

Versuch 1.

300 ccm Pferdeserum werden versetzt mit 100 ccm gesattigter
Ammonsulfatlésung, so daft die ganze Flussigkeit eine ‘/4 geséattigte Am-
monsulfatlésung darstellt. Nach mehreren Stunden wird von dem ent-
standenen Niederschlage abfdtriert und das Filtrat weiter verwendet.

1. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 10 ccm geséttigter Ammon-
sulfatlésung, so daft eine llalbsdlligung mit Ammonsulfat resultiert. Der
entstandene Niederschlag wird in der bekannten Weise bestimmt.

a) 1. 20,1028 3.8330 b) 1. 22.2130 35033
2. 10,3508 2. 18,0497
1,2780 1,1713
3. 15,0818 0.0822 3. 17,4784 0.0740
4. 14,3090 4, 10,8044 '
10 ccm Filtrat wiegen:
1, 27.0820 8 (Zji
“ h 4731 % H>°45_
3 foakis U
In 10 ccm Filtrat wird der Eiweiftgebalt bestimmt.
a) 22.0408 b) 32,5800
22,4014 Oi1704 32,4114 0.1752.
Von dem gewogenen Eiweift ist daher in Abzug zu bringen:
0.1794 X 3.8330 0.0808 bi 0,1752 X 3,5033 00733
8,5002 PN 5002 St

Daher betrédgt das Gewicht des Niederschlages:
a) 0.0822 — 0.0808 -- 0,0014 g, b) 0,0740 — 0,0733 =-. 0,0007 g.
im Mittel 0.6010 g.
2. 20 ccm  Filtrai werden Versetzt mit 20 ccm  ‘/a-gesiittigter und
10 ccm geséttigter Ammonsulfatlésung, so daft die gesamte Fllssigkeit
wieder eine Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene
Niederschlag wird in der bekannten Weise bestimmt.

a) 1 19,9420 b) 1 21,5064
2. 10,0118 3.330% 18.0282 39382
1,0418 1,1030
3. 155700 oo, 3. 10,0252 oo,

4. 14.0878 4. 10,3420
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10 ccm Filtrat wiegen:

1. 28,8190
2. 20,2600 1 11,4094,

3. 17,4096 1,80 4"

In 10 ccm Filtrat wird der Eiweiftgelialt bestimmt.

a) 31778 B) 322518 ,..cooirvircverrrernnneee
370004 °-UW- 32,1302 "5 Ui

Von dem gewogenen Eiweil ist daher in Abzug zu bringen:

0,116« X 3,3302 ! 0,1156 X 3,5382
9) 8,5530 = W8 * % £=855307 < “*MT78

Daher betragt das Gewicht des Niederschlages:
a) 0,5822 — 0,0478 = 0,5344 g. b) 0,5832 — 0.0478 = 0,5354 g,
im Mittel 0,5349 g.
3. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 60 ccm halbgeséattigter und
10 ccm geséattigter Ammonsulfatlésung, so dal? die gesamte Flissigkeit
wieder Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der enstandene Nieder-
schlag wird in der bekannten Weise bestimmt.

a) 1. 21,5488 b) 1. 20,6308

2. 18,0868 F77-” 2. 16,8996 3,7312
3. 16,9662 ; ™~ ° 1,1490
3. 15,7506 0.5220
4. 16,4366 4, 15228«
10 ccm des Filtrats wiegen:
1. 31,7478

2. 23,1500 [|"T™ 11,4408.
3. 20,3070 2,8430 >

In 10 ccm Filtrat wird der EiweilRgehalt bestimmt:

I,S“* “SK*** ’

Von dem gewogenen Eiweil} ist daher in Abzug zu bringen:
" 0,0674 X 3.4820 , 0.0682 X 3,7312

gso7g - 00772 ¢ b) 85978

Daher betragt das Gewicht des Niederschlages:
a) 0,5078 — 0,0128 = 0,4950 g, b) 0.5062 — 0,0129 = 0,4933 g,
im Mittel 0,4941 g.
5. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 300 ccm halbgeséttigter und
11 ccm geséttigter Ammonsulfatlosung, so dafl die gesamte Flissigkeit
Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Niederschlag
vad in der bekannten Weise bestimmt.

a) 1 21,3198 OCIUfe b) 1. 21,1852
2. 17%6234

= 0,0293 g.

2. 17,1100 42;2;
3 164922 (1)’4119.62 3. 15.8202 L
4. 15,9960 ' 4. 15.3232 04970
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10 ccm Kiltrat wiegen:

In 10 ccm Filtrat wird der Eiweif3gehalt bestimmt:

Von dem gewogenen Eiweil3 ist daher in Abzug zu bringen:

Daher betragt das Gewicht des Niederschlages:

a) 0,4962 — 0.0076 — 0,4886 g, b) 0,4970 — 0,0080 — 0,4890 g.
im Mittel 0,4888 g.

In 20 ccm des Filtrates eines bei ‘“~-Sattigung mit Am-
monsulfat ausgefallten Serums wurden daher von der zwischen
1 'a—"N-Sattigung ausfallbaren Eiweil3fraktion gefunden 0,6010g.
bei Verdunnung auf das Doppelte 0,5349 g, bei Verdinnung aul
das Vierfache 0,4975 g, bei Verdinnung auf das Achtfach»*
0,4941 g, bei Verdinnung auf das Sechzehnfache 0,4888 g.

Es wurden daher in dem auf das Sechzehnfache ver-
dunnten Filtrate nur 81,32°/0 des Wertes im unverdinnten
Filtrate gefunden.

Beide angefuhrten Versuche, sowie noch eine Reihe an-
derer, die zum Teile noch in anderer Absicht ausgefihrt wurden
und die ich deshalb erst spater hier wiedergeben werde, fielen
gleichsinnig aus. Stets ergab sich, dal man bei Ausfullung
einer bestimmten Eiweil3fraktion aus unverdiinntem Serum hoher**
Werte erhielt, als bei Ausfallung derselben EiweiR3fraktion aus
verdinntem Serum, eine Beobachtung, die schon von Waller-
steinl) gemacht wurde. Es erhebt sich nun die Frage, welcher
Wert der richtige ist, ob man bei Fallung im unverdinnten
Serum den richtigen und bei Fallung im verdinnten einen zu
geringen Wert erhalt oder ob man bei Fallung im verdinnten
den richtigen und bei Fallung im unverdinnten einen zu hohen
Wert erhalt. Mit anderen Worten, ob im unverdinnten Serum
die betreffende Eiweil3fraktion fast vollstdndig ausféllt, dieser

") Quantitative Bestimmung der Globuline im Blutserum usw. Inain -
Biss.. StraBburg 1902.
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Niederschlag aber in der Ammonsulfatlésung von der betreffen-
den Konzentration nicht absolut unléslich ist, so daf® bei Ver-
dinnung des Serums infolge des groferen Volumens der be-
treffenden Ammonsulfatlésung ein viel groRerer Teil in Losung
bleibt oder ob der im verdinnten Serum erzeugte Niederschlag
in der Ammonsulfatlésung von der betreffenden Konzentration
unléslich ist, daftir aber bei der Ausflllung aus unverdiinntem
Serum noch andere, hohere Eiweil3fraktionen mit ausgeféallt
werden. Fur letztere Auffassung sprach aufer dem Ausfall
der orientierenden Versuche an einem hamoglobinhaltigeri Serum
noch die Tatsache, dal} trotz sprunghafter Zunahme der Ver-
dinnungen der Sera die Abnahme in dem Gewichte der Nieder-
schlage immer geringer wird, so dal3 Uber eine gewisse, hohe
Verdinnung hinaus trotz weiterer betrachtlicher Zunahme der
Verdlnnung die Niederschlage sich einem konstanten Werte
nahern.

Zur Sicherung dieser Anschauung muften aber- direkte
beweise erbracht werden, dal} tatséachlich der in verdinntem
Serum erzeugte Niederschlag in der Ammonsulfatlésiing von
der betreffenden Konzentration unldslich ist, wahrend von dem
im unverdinnten Serum erzeugten Niederschlage immer wieder
ein Teil in Losung geht.

Zu diesem Zwecke habe ich eine Reihe von Versuchen
gemacht, von denen ich einige hier anfihren will.

Versuch I1lI.

300 ccm Pferdeserum werden versetzt mit 100 ccm gesattigter
Ammonsulfatlésiing. so daR in der Lodsung ‘/«-Séttigung mit Ammonsulfat
erzielt wird. Nach mehreren Stunden wird von dem entstandenen Nieder-
schlage abfiltriert und das Filtrat weder verwendet.

200 ccm Filtrat werden versetzt mit 1400 ccm halbgeséattigter und
I'K) ccm gesattigter Ammonsulfatlésung, so daB die gesamte Flissigkeit
Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Nach mehreren .Stunden wird
wieder vom entstandenen Niederschlag abfiltriert und zunéachst der Kivveil3-
imhalt des Filtrates in der friher beschriebenen Weise bestimmt.

In 20 ccm Filtrat ist Eiweil3 enthalten.

Y et oo 0 Obree

Der Niederschlag wird scharf abgepref3t, in 200 ccm ‘/«-gesattigter
Ammonsulfatlésiing gelést und der Lésung wieder 1400 ccm '/»-gesattigter
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und HK) rem gesattigter Ammonsulfatlosung zugefiigt, so dal die gesamte
Flussigkeit wieder Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Nun wird
der frihere Vorgang wiederholt. Von dem entstandenen Niederschlag
wird nach mehreren Stunden abfiltriert und der EiweiR3gehalt des Filtrates
bestimmt.

In 1(H) rem Filtrat ist Eiwei3 enthalten.

a):)2'371'W 00IiK) b)35WM 00190
32.3548 35,7890

Der Niederschlag wird abermals scharf abgeprefdt, in 200 ccm
/«-gesattigter Ammonsulfatlésung geldst, die Lésung versetzt mit 1400 ccm
'I»-gesattigter und 100 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung, so dal die
gesamte Flissigkeit wieder Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Von
dem entstandenen Niederschlage wird abermals nach mehreren Stunden
abfiltriert und der Eiweil’gehalt des Filtrates untersucht.

Es ergibt sich in 2(H) ccm Filtrat.

a) 32,0800 b) 44,200°
32,0780 ' *m «,1910 °0n'

im Mittel 0,0085 g.

Die Ausrechnung dieses Versuches ergibt: Die 200 ccm
des urspringlich nach Ausfillung des Serums bei ~-Sattigung
mit Ammonsulfat verwendeten Filtrates entsprechen 150 ccm
des Serums. Wenn man diese auf ein Volumen von 1700 ccm
verdinnt, so bleiben in diesem Volumen nach Ausfullung bei
Halbsattigung mit Ammonsulfat 6,324 g, nach einmaliger Um-
fallung 0,323 g, nach nochmaliger Umféllung 0,0722 g Eiweil3
in Losung.

Der hohe Wert fir das geloste Eiweild nach der ersten
Fallung mul3 zum grofRten Teile, wenn nicht ausschlieRlich, auf
die erst bei hoheren Ammonsulfatkonzentrationen ausfallenden
EiweilRfraktionen, also auf das Albumin des Serums bezogen
werden. Der Wert nach der ersten Umféllung konnte zum
Teile auf die den Niederschlag trotz der scharfen Abpressung
noch durchfeuchtende LoOsung der hoheren Eiweil3fraktionen
bezogen werden, zum Teile kénnte er aber davon herrthren,
daB ein Teil des gefallt gewesenen Eiweil3es jetzt wieder in
Losung ging. Dal letzteres einget-reten sein mufite, ergibt eine
Ausrechnung, da unmdglich soviel Flassigkeit in dem abge-
pre3ten Niederschlag enthalten sein konnte, dal} von ihr der
ganze Eiweil3gehalt des Filtrates herrihren konnte. Ebenso
lakt der EiweilRgehalt des Filtrates nach der zweiten Umfallung
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darauf schliel3en, daR ein Teil des Niederschlages abermals in
Losung gegangen ist.

Wenn auch demnach dieser Versuch ergab, dal} der in
stark verdunntem Serum durch eine Ammonsulfatlésung von
bestimmter Konzentration erzeugte Niederschlag in der so
konzentrierten Ammonsulfatlésung nicht absolut unloslich ist,
so war doch die Madoglichkeit vorhanden, daR die Schuld an
diesem Resultate doch eine zu geringe Verdinnung des Serums
trage. Tatsachlich ist auch die Verdinnung nur auf das Acht-
fache getrieben worden und die beiden ersten Versuche hatten
ja gezeigt, dal3 bei dieser Verdinnung, wenn die zweite der
oben ausgefuihrten Anschauungen richtig ist, Eiweil3fraktionen,
die erst bei hoheren Ammonsulfatkonzentrationen ausfallen
sollten, noch immer zum Teile mitgefallt werden.

Es muldten daher zur Entscheidung der Frage die gleichen
Versuche, aber bei hoéheren Verdinnungen gemacht werden.

Vorsuch V.

180 ccm Pferdeserum werden versetzt mit <50 ccm geséattigter Am-
ir.onsulfatlosung, so daR ‘/»-Sattigung mit Ammonsulfat erzielt wird. Von
dem entstandenen Niederschlage wird nach mehreren Stunden abfiltriert
und das Filtrat weiter verwendet.

a) 100 ccm Filtrat werden wversetzt mit 100 ccm  ‘/«-gesattigter,
1500 ccm  ‘/»-gesattigter und 100 ccm geséattigter Ammonsulfatlosung, so
»laR die gesamte Flussigkeit Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Von
dein entstandenen Niederschlage wird nach mehreren Stunden abtiltriert
und der Kiweil3gehalt des Filtrates bestimmt. Derselbe ergibt in 20 ccm
Filtrat:

44.3650
44,3500

Der Niederschlag wird scharf abgepref3l, in 200 ccm ‘/«-geséttigter
Animonsulfatliisung geldst, die Losung mit 1500 ccm ‘/»-gesattigter und
I"Occm gesattigter Ammonsulfatlosung versetzt. Von dem entstandenen
Niederschlage wird wieder nach mehreren Stunden abtiltriert und irn
Filtrat der EiweilRgehalt bestimmt. Es ergibt sieh, dal das Filtrat nach
Anséuern und Aufkochen nur eine ganz schwache Opalescenz, aber keinen
Niederschlag zeigt und dafl seihst in 200 ccm Filtrat keine wégbaren
I iweilmengen enthalten sind. Eine nochmalige Ldsung des abgeprefl3ten
Niederschlages und nochmalige Fallung unter den gleichen Dedingungen
>ve friher ergibt, dal das Filtrat vollstdndig eiweil3frei ist.

b) 100 ccm desselben wie bei a) verwendeten Filtrates Werden in

0,0150 g.
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derselben Weise verarbeitet wie bei a). Nach der ersten Féllung enthalten
20 erm des Filtrates fast dieselbe Eiweilmenge wie in Versuch a, ndm-
lich 0,0154 g. Der bei der Féllung entstandene Niederschlag wird abge-
prelt, da aber dabei das Filter an einigen Stellen zerrif3, konnte die Ab-
pressung nicht so vollstandig durchgefuhrt werden, wie im Versuche a

Nun wird dieser Niederschlag wieder in 200 ccm ‘/egesattigtei
Ammonsulfatlésung gelost, die Losung mit 1500 ccm  ‘/«-gesattigter und
100 ccm gesattigter Ammonsulfallisung versetzt, so dall die gesamte
Flussigkeit llalbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Von dem entstan-
denen Niederschlage wird nach mehreren Stunden abfiltriert und der
EiweiBgehalt im Filtrate bestimmt. Es ergibt sich:

32,3308
32,3238

Der Niederschlag wird diesmal scharf abgepref3t, in 200 ccm
gesattigter Ammonsulfatlésung geldst, mit 1500 ccm '/»-geséttigter und
100 ccm gesattigter. Ammonsulfatldsung versetzt, so da die gesamt.-
Flussigkeit wieder Ilalbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Von dem
entstandenen Niederschlage wird wieder nach mehreren Stunden abliltrieri
und der Eiweil3gehalt des Filtrates bestimmt. Es ergibt sich wieder nach
Ansauern und Autkochen eine schwache Opalescenz und in 200 ccm Filtra'
nicht wagbare Eiweilmengen.

Nach nochmaliger Wiederholung derselben Prozeduren ist das Filtra
vollstandig eiweilfrei.

Dieser Versuch, in dem die Verdinnung auf das Siebzehn-

facile getrieben wurde, ergibt ein anderes Resultat, als der
vorige. Hier zeigt sich, daR tatsachlich der bei Halbsattigung
von Ammonsulfat erzeugte Niederschlag in einer halbgesattigten
Ammonsulfatlésung unléslich ist und dal daher das abweichende
Resultat des vorigen Versuches nur durch die dort verwendete,
zu geringe Verdlnnung erzeugt war.

Das Filtrat nach der ersten Fallung enthielt hier noch be-
trachtliche EiweiBmengen, die ja selbstverstandlich von den hei
hoheren Ammonsulfatkonzentrationen erst ausfallenden Eiweil3-
fraktionen herrihren muf3ten. DaB sie nur von diesen herrihrten.
beweist erstens der Umstand, dal bei scharfer Abpressung des
Niederschlages, wie es hei a) erfolgte, kaum Spuren von Eiweil3
dann in LOsung gingen, zweitens aber, da3, wenn wie bei b
die Abpressung keine gentigende war, doch noch dann wagbare
EiweilBmengen in Lésung gingen. Nach den weiteren Abpres-
sungen ging aber kein Eiweild mehr in Losung. Der Nieder-
schlag als solcher war daher in der betreffenden Ammonsulfat

0,0100 g.
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I6sung unloslich und die in den ersten Filtraten nachgewiesenen
Kiweilmengen ruhrten nur von der den Niederschlag durch-
trankenden EiweilRlésung her.

Wenn dem so ist, dann war zu erwarten, daB, falls ein
solcher Niederschlag auf andere Weise, als durch Abpressen,
von der ihn durchtrankenden EiweiBldsung, befreit wirde, nach
Ldsen des Niederschlages und Wiederféllen gleich beim' ersten
Male Uberhaupt kein Eiwreill im Filtrate nachzuweisen ist.

Folgender Versuch zeigt dieses erwartete Verhalten.

Versuch V.

150 ccm Pferdeserum werden versetzt mit 50 ccm geséattigter Am-
monsulfatlésung, so daf ‘/~-Sattigung mit Ammonsulfat erzielt wird. Von
«. m erhaltenen Niederschlage wird nach mehreren Stunden abliltriert
und das Filtrat weiter verwendet.

100 ccm Filtrat werden versetzt mit 100 ccm ‘“~-gesattigter, 1500 ccm
[ N-gesattigter und 100 ccm  gesattigter Ammonsulfatlésung, so dal3 die
gesamte FluUssigkeit Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweis!. Von dem
(ntstandenen Niederschlag wird nach mehreren Stunden abfiltriert und

t Niederschlag aul dem Filler mit halbgesattigter Ammonsulfatlésung
gewaschen, bis die abflielende Flussigkeit eiweil3frei ist.

Ich mochte hier erwdhnen, dal3 sich zur Untersuchung,
op die abflieBende Flussigkeit Eiweil3 enthélt, die Ferrocyan-
wasserstoffprobe nicht eignet, obzwar vielfach gerade diese
I'robe zur Prifung, ob auf die gewdhnliche Methode gefalltes
Kiweil von geldstem Eiweil3 freigewaschen ist, empfohlen wird.
Mi habe in allen Versuchen, in denen ich Eiweil3niederschlage
mit Ammonsulfatldsungen wusch, beobachtet, dal3 zu einer Zeit,
w) das Filtrat beim Aufkochen noch einen starken Nieder-
><hlag absetzte, die Ferrocyanwasserstoffprobe bereits
negativ ausfiel. Schuld an dem Versagen dieserProbe
.M der Ammonsulfatgehalt des Filtrates, denn im dialy-
Hif,rten Filtrat fiel diese Probe wieder stark positiv
aus. Ich habe daher stets, um zu untersuchen, ob das- Filtrat
bereits eiweilfrei ist, dasselbe nach Ansduern aufgekocht. Blieb
(‘s dann vollkommen klar, dann betrachtete ich die Auswaschung
als vollendet.

Nachdem also der Niederschlag in der angefuhrten Weise
ausgewaschen war, wurde er abgeprefdt, in 200 ccm M-gesat-



tigter Ammonsulfatlésung gelost, die Losung mit 1500 ccm
Hs-gcsattigter und 100Ocem gesattigter Ammonsulfatlésung ver-
setzt, so dall die gesamte Flussigkeit wieder Halbsattigung
mit Ammonsulfat aufwies, nach mehreren Stunden vom ent-
standenen Niederschlag ahliltriert und der Eiweil3gehalt des
Filtrates bestimmt. Die Untersuchung ergab, dal3 das Filtrat
vollstandig eiweildfrei war.

Alle diese Versuche stimmen miteinander Uberein und be-
weisen, dal} tatsdchlich eine aus stark verdinntem Serum hei
einer bestimmten Ammonsulfatkonzentration ausgefallte Eiweil3-
fraktion in einer Ammonsulfatlésung von gleicher Konzentration
vollstandig unldslich ist, dal? daher der fur dieselbe im Vergleich
zur gleichen Ausféllung aus unverdiinntem Serum gefundene ge-
ringere Wert nicht auf eine teilweise Losung des Niederschlages
in dem grofRen Flissigkeitsvolumen bezogen werden kann.

Es muB daher dieser Wert der richtige und der bei Fallung
aus unverdinntem Serum ein zu hoher, bedingt durch Mitgeféallt-
werden anderer, nicht zugehdriger Eiweil3fraktionen, sein.

Dal es sich mit letzterem so verhélt, beweist ein Versuch,
den ich jetzt anfihren werde und der den friheren vollstandig

analog angestellt wurde, nur mit dem Unterschiede, dal3 un-
verdiinntes Serum verwendet wurde.

Versuch VI.

300 ccm  Pferdeserum werden versetzt mit 100 ccm gesattigter
Ammonsulfatlésung, so daB ‘/»-Sattigung mit Ammonsulfat erzielt wird.
Von dem entstandenen Niederschlag wird nach mehreren Stunden ab-
filtriert und das Filtrat weiter verwendet.

200 ccm Filtrat werden versetzt mit 100 ccm gesattigter Ammon-
sulfatlésung, so daR die gesamte Flussigkeit Halbsattigung mit Amnion-
sulfat aufweist. Von dem entstandenen Niederschlage wird nach mehreren
Stunden ahliltriert und im Filtrat der Eiweil3gehalt bestimmt. Die Be-
stimmung ergibt in 10 ccm Filtrat:

a) 32,5150 b) 35,M2
1 1
32,3502 1°%8 35,7138

Der Niederschlag wird scharf abgepref3t, in 200 ccm ‘/«-geséttigter
Ammonsulfatlésung gelést und die Losung wieder mit 100 ccm gesattigter
Ammonsulfatlésung versetzt, so dall die gesamte Flissigkeit wieder Halb-
Sattigung mit Ammonsulfat aufweist. Vom entstandenen Niederschlag
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wird wieder nach mehreren Stunden abfiltriert und der Eweil3gehalt des
Filtrates bestimmt. Die Bestimmung ergibt in 10 ccm Filtrat :

a) 32,12/2 b) 17,0412
32051y e 12 17.1>0t10 00352

Wieder wird der Niederschlag scharf abgepref3t in 200 ccm. V*-ge-
sattigter Ammonsulfatlosung geldst, die Lésung mit 1(X) ccm gesattigter
Ammonsulfatlésung versetzt, der entstandene Niederschlag abfiltriert, im
Filtrat eine EiweiBbestim,{nung gemacht, die in 20 ccm ergibt:

:r J/ b) 23.0000
a 3»BAg 00150 23,0430 0104

Derselbe Vorgang wird in der gleichen Weise nochmals, wieder-
holt. Jetzt enthalten 20 ccm Filtrat Eiweil3 :

l.) 22.«« nmun
«,133t  KK'6 22Mmi 0,0000

und erst nach nochmaliger Lésung und Wiederféllung in der gleichen
Weise ist das Filtrat eiweil3frei.

Die Ausrechnung dieses Versuches ergibt: In 200 ccm des Filtrates
eines bei ‘/«-Sattigung mit Ammonsulfat ausgeféllten Serums sind nach
Ausfullung dieses Filtrates bei ‘/*- Sattigung mit Ammonsulfat 4,074
rop. 4,722 g gelostes Eiweild enthalten. Nach einmaliger Umfallung
0.996 resp. 1,050 g, nach abermaliger Umfallung 0,237 resp. 0,240 g, nach
nochmaliger Umfallung 0,094 resp. 0 15 g und erst nach der vierten Um-
fullung ist kein geltstes Eiweifl vorhanden.

Dal} der erste, sehr hohe Wert nicht auf gel6stes Globulin,
sondern auf Albumin des Serums zu beziehen ist, isit wohl
zweifellos. Dies muf} aber noch heim zweiten Werte zum Teile
der Fall sein. Wiurde aber letzterer auf diese allein zu beziehen
sein, dann muRBten nach der Berechnung in dem abgepref3ten
Niederschlag noch Uber 60ecm Flussigkeit enthalten sein, was
ja vollstandig ausgeschlossen ist. Man wird daher zu dem
Schlisse gezwungen, dal} bei dieser Umféallung ein Teil des
urspringlichen Niederschlages in Lésung gegangen ist. Ebenso
ergibt die Berechnung der Ubrigen Werte, dal bis zur letzten
I nifallung immer wieder ein Teil des Niederschlages in Ldsung
gegangen sein muf3.

Nachdem aber eine aus verdinntem Serum gefallte Eiweil3-
fraktion in der gleich konzentrierten Ammonsulfatlésung, wie
die friheren Versuche gezeigt haben, unl6slich ist, so ist die
Annahme berechtigt, dal bei der Ausflllung aus unverdinntem

rum neben der betreffenden Eiweil3fraklion noch andere nicht
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hingehdrige mitgerissen werden, die beim Umféllen allmahlich
wieder in Ldésung gehen.

Die Versuche llI, IV, V, VI weisen aber einen gemein-
samen Fehler auf. In ihnen ist ndmlich der Ammonsulfatgehalt
des Niederschlages nicht berlcksichtigt. Wenn vielleicht auch
nicht, wie man friher vielfach angenommen hat, der Nieder-
schlag eine Doppelverbindung von Eiwei3 und Ammonsulfat ist,
sondern, wie Galeottil) fur krystallisiertes Eieralbumin fand,
der Niederschlag nur aus Eiweil3 besteht, so enthélt er doch
groRere Mengen von Ammonsulfat, jedenfalls, wie die Ver-
gleichung seines Wassergehaltes mit seinem Ammonsulfatgehalte
ergibt, mehr, als der ammonsulfathaltigen Eiwei3l6sung, die ihn
durchtrankt, entspricht.

Es ist nun selbstverstandlich, daB, wenn ein solcher Nieder-
schlag, wie dies in den Versuchen geschah, in U«-gesattigter
Ammonsulfatlosung gel6st wird, die Losung nicht mehr 1/«-Sét-
tigung, sondern eine hohere Konzentration mit Ammonsulfat
zeigen mull. So mochte ich die Erscheinung erkléaren, daf} in

diesen Versuchen die Losung stets eine leichte Opalesccnz
zeigte, die erst nach Zusatz weniger Tropfen Wasser zur Losung

verschwand.

Es ist auch selbstverstandlich, dafl, wenn man zu 200 ccm
dieser Loésung 100 ccm einer gesattigten Ammonsulfatlésung
zufligt, wie dies in den Versuchen geschehen ist, nicht eine
- Halbséttigung mit Ammonsulfat, sondern eine etwas hoher«*
Konzentration erzielt werden muf?. Und man konnte zun&chst
glauben, dal3 die Resultate der Versuche IV und V durch diese
Konzentrationszunahme der Lésungen von Ammonsulfat bei den
Umfallungen vorgetduscht wurden, dal die erhaltenen Nieder-
schlage nicht, wie wir bewiesen zu haben glaubten, in d»r
Ammonsulfatlosung von der betreffenden Konzentration unlos-
lich sind, sondern, dal3 sie ungel6st blieben, weil die Konzen-
tration'der Ammonsulfatlésung gestiegen war.

Gegen diesen Einwand ist aber zu bemerken, daR der
Zuwachs an Ammonsulfat, den die Losung durch den Ammon-

‘I i'ber die Gleichgewichte zwischen Eiweil3kiirpern und Elektroly tn
| Mitteil. Diese Zeitschrift 3d. 14, S. 461, 1905.
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sulfatgehalt des Niederschlages erfahrt, bei den grofien Ver-
diinnungen, die in diesen Versuchen gewéhlt wurden, gar nicht
in Betracht kommt und der Ammonsulfatgehalt der Flissigkeit
kaum die Halbsattigung Uberschreitet. DaR aber wirklich nicht
die vermeintliche Konzentrationserhdhung an Ammonsulfat
schuld an dem Unléslichbleiben des entstandenen Niederschlages
ist, geht mit Sicherheit aus dem Ausfalle des Versuches Il
hervor, in.welchem die Verdinnung des Serums nicht so weit
getrieben wurde, daher eine Konzentrationserh6hung durch den
Ammonsulfatgehalt des Niederschlages viel eher hatte zur Gel-
tung gelangen miussen; im Gegenteil erwies sich eben wegen
der zu geringen Verdinnung der Niederschlag bei den Umfiil-
lungen als teilweise l6slich.

Anders verhalt es sich in dem Versuche. VI. Hier., wo
keine Verdinnung stattfand, mufRte der Zuwachs an Ammon-
Sulfat in der Losung durch den Ammonsulfatgehalt des Nieder-
schlages deutlich zum Ausdruck kommen und das Resultat
beeinflussen. Trotzdem erwies sich aber der Niederschlag nicht
als unloslich und es hatte bei Ausgleichung dieses Fehlers noch
mehr von dem Niederschlage in Lbésung gehen missen. Der
Gegensatz zwischen diesem Versuche und den Versuchen IV
u,,d V ware noch deutlicher und der Beweis, dal} im unver-
dinnten Serum' noch fremde Eiweil3fraktionen mitgeféllt werden,
noch augenfélliger gewesen.

Die aus den orientierenden Versuchen mit hiumoglobin-
bartigem Serum sich ergebende Vermutung hat sich demnach
m jedem Punkte durch quantitative Untersuchungen bestétigt.

Aus unverdinntem Serum werden durch einen bestimmten
Ammonsulfatzusatz aufler der bei dieser Ammonsulfatkonzen-
tiulion ausfallbaren Eiweil3fraktion noch andere, bei hoheren
Amnionsulfatkonzentrationen ausféllbare Eiweil3fraktionen mit-

killt, wahrend aus stark verdiinntem Serum nur die betreffende
Kiweilfraktion ausgefallt wird. Der Wert, den mau daher fur
di- unverdinnte Serum findet, ist zu hoch, der Wert fir das
v,,idiinnte der richtige.

Wie die Versuche weiter zeigen, gelingt es, durch mehr-
111 *"os Umfallen allméhlich immer mehr die aus unverdiinntem
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Serum ausgefillte Eiweillfraktion von den fremden Beimen-
gungen zu befreien, und es fragt sich, ob man nicht zu dem-
selben Ziele durch einfaches Auswaschen des Niederschlages
gelangen konnte. Mit anderen Worten, ob doch die gewohnlich
sgelbte Bestimmung der einzelnen EiweilRfraktionen im Serum
— Fallung aus unverdiinntem Serum und nachtragliche Aus-
waschung mit der entsprechend konzentrierten Ammonsulfat-
I6sung, bis das Filtrat eiweil3frei ist — ihre Geltung behdlt.

Um diese Frage zu entscheiden, habe ich zwei Arten
von Versuchen angestellt. Bei der einen wurde der Nieder-
schlag, der aus unverdinntem Serum erhalten wurde, solange
mit der entsprechenden Ammonsulfatlosung gewaschen, bis die
Waschlliissigkeit eiweil3frei war, und dann wurde nachgesehen,
ob dieser Niederschlag noch durch Umféllung in Lésung gehende
Bestandteile enthélt, ob also die Auswaschung die vollstandige
Entfernung der Beimengungen bewirkt. Bei der zweiten Reihe
von Versuchen wurde untersucht, ob durch Auswaschung des
aus unverdinntem Serum gewonnenen Niederschlages das (ie-
wicht desselben bis auf das Gewicht des aus verdiinntem Serum
gewonnenen und als den richtigen Wert anzusehenden lierab-
gedruckt werden kann.

*VVersuch VII.

‘MH) ccm  Pferdeserum werden versetzt mit 100 ccm gesaltilitei
Ammonsulfatldsung, so dafl ‘/«-Sattigung mit Ammonsulfat erziel! wird
Von dem entstandenen Niederschlag wird nach mehreren Stunden ali-
liltriert und das Filtrat weiter verwendet.

200 ccm Filtrat werden versetzt mit 100 ccm gesattigter Anunnn-
sulfatliisung, so dall die gesamte Flussigkeit Halbsattigung mit Arnnum-
sulfat aufweist. Der entstandene Niederschlag wird nach mehreren Stunden
abfiltriert und auf dem Filter mit halbgesattigter Ammonsulfatlésung >0
lange gewaschen, bis die abflieBende Flussigkeit eiweil3frei ist. Hieran!,
wird der Niederschlag scharf abgepref3t, in 200 ccm ‘/«-gesattigter Amm-m-
sulfallésung geldst und die Losung mit 100ccm gesattigter Ammonsulfatlosunii
versetzt. Hierauf wird der entstandene Niederschlag abfiltriert und im Filtrat
eine Eiweillbestimmung gemacht. Dieselbe ergibt in 200 ccm Filtrat

ai 22,4200 by 23,0222
22,4100 ... 23,6188

Es waren daher in 300 ccm der Flussigkeit, also im gesamten

Filtrate 0.00 g resp. 0,051 g gel6stes Eiweil3 enthalten.

0,0034
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Versuch VIII. )

2K) ccm Pf(tardeserum werden versetzt mit SO ccm gesattigter Ammon-
sulfatlésung, so daB ‘/«-Sattigung mit Ammonsulfat erreicht wiril. Von
dem entstandenen Niederschlage wird nach mehreren Stunden abfiltriert
und das Filtrat weiter verwendet.

1. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 10 ccm gesattigter Ammon-
siilfatlésung, so dal} die gesamte Flussigkeit Halbsattigung mit Ammon-
sulfat aufweist.

Der entstandene Niederschlag wurde in der friher beschriebenen

Weise bestimmt.

2 1. 20,5174 25028 b) 1. 21,4704
2. 17,9540 5 2344 2. 18,8570
3. 15,7202 ° % 10,8800 1%/%6
4. 15,0202 0,7000 4. 16,1928, 0,6922

10 ccm Filtrat wiegen :
1. 27,9100
2. 19,3564 20" [ 11,47«.
3. 10.4386 2,9178 *

In 10 ccm Filtrat wird der Eiweil3gehalt bestimmt,

a) 22,8*34 b, 22,5782
23,6670 ,17b* 22,3988 0,17M'
Von dem gewogenen EiweilR ist daher in Abzug zu bringen:
0,1764 X 2,5028 0,1794 X 2,6188
a 8.5536 = 001’28 b> — 85536 ' = °'0549,

Daher betragt das Gewicht des Niederschlages:

a) 0,7000 — 0,0528 = 0,6472 g, b) 0,6922 — 0,0549 = 0,6373 g,
im Mittel 0,6422 g.

2 20 ccm Filtrat werden genau so wie bei 1. behandelt, d. h. mit
10 ccm gesattigter Ammonsulfatlosung versetzt und der entstandene
Niederschlag aufs Filter gebracht.

Dann aber wird der Niederschlag am Filter mit halbgesattigter
Ammonsulfatliisung gewaschen, bis die abflieBende Flussigkeit eiweil3frei
»i. und hierauf getrocknet, sulfatfrei gewaschen, abermals getrocknet
und gewogen. Die Wagung ergibt:

a) 38,3930 bj 30,4408 k
37,8596 35,9092 °* 3¢
im Mittel 0,5325 g.

3. 20 ccm Filtrat werden mit 10 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung
>fiH'tzt, dann mehrere Stunden stehen gelassen und hierauf werden
noch 480 ccm ‘/a-gesattigter Ammonsulfatlosung zugefiigt, so daBR'die ge-

uide FlUssigkeit wieder Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Das
(,;uize wtrd durchgertihrt, nach mehreren Stunden der Niederschlag

<I'I"Itriert und in der wiederholt beschriebenen Weise bestimmt.

. 4.
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a) 1. 21,0216 41710 b) 1. 20,9292 41270
2. 16,8506 1 H048 2. 168022 43
3 assror S 3. 154990 7~
I. 150138 U 4. 149878

10 ccm Filtrat wiegen:

5 358988 ] 11,1096.

3. 20,6072 '
In 10 ccm Filtrat wird der EiweilRgehalt bestimmt. Es ergibt sut
ai 32,0938 b) 44,1514
32,0898 00010 41,1482 0.0032
Von dem gewogenen Eiweil} ist daher in Abzug zu bringen
0,004n.1710 ~ 0,0032 X ,4.1270 =(oni(
' 8,9300 8,9300

Daher lietriigt das Gewicht des Niederschlages:
a) 0,5220 — 0,0027 = 0,5193, b) 0,5112 — 0,0014 = 0,5098,
im Mittel 0,5145 g.
4. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 480 ccm ‘/»-gesattigter und
10 ccm gesattigter Ammonsulfatlisung, so daB die gesamte Flissigkeit
wieder Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Nieder-

schlag wird wie gewohnlich bestimmt.

a) 1 21,2446 ..., b) 1. 20,2504 3.2924
2. 17,7182 2. 16,9580
3 16,6916 1,0266 3. 15,9268 1,0312
Co o 0,4672
4, 162120 2470 4. 154596
10 ccm Filtrat wiegen:
l-. 2816542 « 79Nn9 |
2. 19,9340 11,2422.
3. 17,4120 '
In 10 ccm Filtrat wird der Eiweillgehalt bestimmt. Es ergibt siel
a) 20,4186 b) 13.7818
: 0,0090
20,4086 0.0100 13,7728

Von dem gewogenen Eiweill ist daher in Abzug zu bringen

- | ) ««ssf-->

Daher betragt das Gewicht des Niederschlages:
a) 0.4796 — 0.0040  0,4756, b) 0,4672 — 0.0017 j= 0,4655,
im Mittel 0,4705 g.

Versuch IX.

240 ccm Pferdeserum werden versetzt mit 80 ccm geséattigter Amnmn-
sulfatlosung, so dal «/«-Sattigung mit Ammonsulfat erzielt wird. \"?i
dem entstandenen Niederschlage wird nach mehreren Stunden abfiltn-*r

und das Filtrat weiter verwendet.
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1. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 10 ccm gesattigter Ammon-
Milfatlosung. so daR die gesamte Flussigkeit Halbsattigung mit Ammon-
Mihat aufweist. Der entstandene Niedersclilag wird abfiltriert und in der
vielfach beschriebenen Weise bestimmt.

a) 1.22,0212 ?(?Mll}'[ b) 1.22%232
2. 18.7008 2. 10,0650 ' “
1.0546 ’
3. 17,7452 0.5422 3. 17,0278
4. 17,2030 4. 17,3878 0-5400

10 ccm Filtrat wiegen: 1. 28,0140 "
5 104712 8)5428 1,5750.

3. 16,4300 3,0322 J

In 10 ccm Filtrat wird eine EiweiBbestimmung gemacht. Dieselbe
N ») 35,9590 b) 13,9132
35,8181 13,7731 0,Ub8
llaher sind von dem gewogenen Eiweild in Abzug zu bringen-

,, Tee L XW*» ,,n-o0 ., 0,1368 X 3,1582
a) 8.5.128 >> °°330" e*>-———- > \/\/

Das Gewicht des Niederschlages betragt daher:

a) 0,5422 — 0.0530 = 0,4802, b) 0,5400 — 0,0553 = 0,4847,
im Mittel 0,4870 g.

2. 20 ccm Hitrat werden versetzt mit 10 ccm gesattigter Ammon*
sallatlisung, so daB die gesamte Flussigkeit Halbsattigung mit Ammon-
suliat aufweist. Der entstandene Niederschlag wird nach mehreren Stunden
allfiltriert, auf dem Filter mit halbgesattigter Ammonsulfatlésung ge-
waschen. bis die abflieRende Flissigkeit eiweil3frei ist, dann getrocknet,
sulfatfrei gewaschen, abermals getrocknet und gewogen. Es ergibt sich:

a) 33,0210
) 225056 0422 K +23016
im Mittel 0,4226 g.

3. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 10 ccm gesattigter Ammon-
Milfatlésung, nach mehreren Stunden werden dann noch 480 ccm ‘/«-ge-
sattigter Ammonsulfatlésung zugeflgt, so daB wieder ‘/«-Sattigung mil
Aminonsulfat erzielt ist. Das Ganze wird gut durchgertihrt und der Nieder-

‘whlag nach mehreren Stunden abfiltriert und- in der bekannten Weise

0,4228

b*stimmt. . a) 1. 21,0222 b) 1. 21,3843
2. 185742 i,gﬁg 2. 18,0244 € ' "
3. 17,5284 0’4026 3. 135088
4. 17,1258 4. 16.4074

10 ccm Filtrat wiegen: 1. 31,6832
2. 23,0122 X&710 |

3. 20,3072 2,7050 ) 1137 ,0-
In 10 ccm Hitrat wird die Eiweil3bestimmung gemacht. - Diesellx

23,0516 00018
23,6408 K 1S
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Daher sind von dem gewogenen Eiweil3 in Abzug zu bringen:

0.0018 X 3,3480 0,0018 X 3,6602
a) = 0.0007, b) 0,0007.
8,6710 8,6710

Es betragt daher das Gewicht des Niederschlages :
a) 0,4026 — 0,0007 = 0,4019, b) 0,4014 — 0,0007 0,4007,
im Mittel 0,4013 g.
4. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 480 ccm | «-gesattigter und
100 ccm gesattigter Ammonsulfatlosung, so dal? die gesammte Flussigkeit
Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Niederschlag
wird in der bekannten Weise bestimmt.

a) 1 203878 o0 ht ; 21(;,224212 2 9612
:23' 12’83?)3 1,9256 3. 16'7352 08976
s o 0,3822
4. 156882 018 4. 16,3530
10 ccm Filtrat wiegen:
) 201128 8650 | 11 oy
1128 5 7016
3. 17.4112
In 10 ccm Filtrat wird eine Eiweiflbestimmung gemacht. Diesel!»
ergibt: b) 20,3666
a) 44,1830 ; 0.003C
44,1808 00022 20,3636
Daher ist von dem gewogenen EiweiR in Abzug zu bringen:
00022 X 3,2892 JAAAG  Iv 0,0030 X 2,9612
) P = 0,0008, . h) — 00010,

8,6580 ‘ 8.6580
Es betragt daher das Gewicht des Niederschlages:
a) 0,3818 — 0,0008 = 0,3810, b) 0,3822 — 0,0010 - 0,3812.
im Mittel 0,3811 g.
5. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 480 ccm. +*agesattigter und
10 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung, so daR die gesante Flissigkeit
Halbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Niederschlag
wird nach mehreren Stunden abfiltriert, mit halbgesattigter Ammonsulfat -
I6sung gewaschen, bis die Waschflussigkeit eiweil3frei ist, dann getrocknet,
sulfatfrei gewaschen, abermals getrocknet und gewogen.
Es ergibt die Wagung:
b) 36,3536

a) 38,2556 :
: 0,3824
37,8730 o828 35,9712

im Mittel 0,3825 g.

Die Versuche VIII und IX stimmen vollstdndig miteinander
tberein. Sie bestatigen zunadchst die schon in den Versuchen
| und Il enthaltene Tatsache, dafl der Wéagungswert des Nieder-
schlages, den man bei einer bestimmten Ammonsulfatkonzen-
tration aus unverdinntem Serum erhalt, grof3er ist als der, den
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inan unter den gleichen Bedingungen aus verdinntem Serum
erhalt. Die Gewichtsabnahme ist hier sogar noch etwas grofRer
als in den ersten Versuchen, so daf im Versuche VIII der Nieder-
schlag aus verdinntem Serum nur 73,26 °/o, im Versuche IX
78.25°/« des Niederschlages aus unverdinntem Serum betragt.

Diese beiden Versuche zeigen ferner Ubereinstimmend,
dal) es durch Auswaschen des aus unverdinntem Serum ge-
wonnenen Niederschlages nicht gelingt, die mitgefallten hoheren
Kiweil3fraktionen vollstdndig zu entfernen, sondern dafll nur
ein teil derselben auf diese Weise allmahlich wieder gel6st
wird, ein Teil aber ungelost bleibt und erst beim Auflésen
des Niederschlages in Loésung geht und durch Umféllen des-
x lhen, wie Versuch-VII zeigt, allmahlich von demselben getrennt
werden kann. Worauf es beruht, dal nur ein Teil der Bei-
mengungen ausgewaschen werden kann, vermag ich nicht an-
zugeben. Es konnte sein, dal eben ein Teil (vielleicht die bei
den néchst hdéheren Ammonsulfatkonzentrationen ausfallenden
Kiweildfraktionen) fester, der andere Teil (vielleicht die erst
I»ei viel héheren Ammonsulfatkonzentrationen ausfallenden Ei-
weildfraktionen) viel lockerer an dem Niederschlag haftet und
mir letzterer ausgewaschen werden kann. Eine andere Mog-
lichkeit, die ich allerdings nur ganz hypothetisch Vorbringen
mochte, ware die, dall durch die stete Berihrung des Nieder-
schlages mit einer relativ konzentrierten Ammonsulfatlésung
der Niederschlag immer mehr Ammonsulfat aus dieser Ldsung
adsorbiert (oder bindetV), so dal3, trotz Verhitung einer Ver-
dunstung, die Ammonsulfatkonzentration auf dem Filter all-
mahlich steigt und bei einer gewissen Hohe derselben kein
KiweiB mehr in Lésung geht. (Bei einigen Versuchen hat das
Auswaschen viele Stunden gewahrt.)

Fur diese letztere Mdoglichkeit scheint mir der Umstand
zu spiechen, daR das Sulfatfreiwaschen des koagulierten Eiweil3es
vml schwieriger ist und langer dauert, wenn der Niederschlag
voi her mit Ammonsulfatlésungen vom dberschissigen Eiweil3
befreit war.

Die beiden Versuche zeigen aber ferner noch Uberein-
imimend, dal es nicht gleichgultig ist, ob man das Serum
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erst ausfallt und dann entsprechend verdiinnt, oder ob man
die Ausflllung erst in verdinntem Serum vornimmt. Im ersteren
Falle gehen zwar noch die mitgefallten, fremden Eiweil3fraktionen
wieder in Lésung, aber nicht mehr vollstdndig, und der fir
den Niederschlag gefundene Wert ist zwar viel geringer, als
wenn man das Serum nachtraglich nicht verdunnt, aber doch
noch hoher, als wenn die Ausfillung in verdiinntem Serum
vorgenommen wird. Der Abstand von letzterem ist in den
beiden Versuchen verschieden und dirfte vielleicht von der Zeit,
die zwischen der Ausfullung und Verdinnung verstrichen ist,
abhangig sein. Der Ausfall dieser beiden Teilversuche kénnte
freilich gegen die friher vermutungsweise ausgesprochene Er-
klirungsmoglichkeit, warum der aus unverdinntem Serum ge-
wonnene Niederschlag durch Auswaschen mit Ammonsulfat nicht
vollstdndig von den mitgefallten Beimengungen befreit werden
kann, verwertet werden.

SchlieBlich zeigt noch der Versuch IX, was (ubrigens
schon aus den Versuchen IV und V hervorgegangen war, dal
man den aus verdinntem Serum erhaltenen Niederschlag ohne
irgendwelchen Verlust mit Ammonsulfatlésung auswaschen kann,
wofir ich noch als weitere Stiitze den né&chsten Versuch an-

fuhren will.
Versuch X

180 cciii Pferdeserum werden mit 60 ccm gesattigter Ammonsull'at-
lGsung verselzt, so dall ‘/«-Sattigung mit Ammonsulfat erzielt wird. Von
dem erhaltenen Niederschlage wird nach mehreren Stunden abfillriert
und das Filtrat weiter verwendet.

1. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 480 ccm “«-geséttigter und
10 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung, so dafl die gesamte Flussigkeit
Halbséattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Niederschlag
wird nach mehreren Stunden abtiltriert und in der bekannten Weise
bestimmt.

i 1. 21,781
a) 1. 20,6006 3,(>470 bi ,7818 3.4596
2. 16,9536 2. 18,3222
1,1484 1,1224
3. 158052 )06 3. 17,1998 0.4060
4. 15,4046 ' 4. 16)7938 '
10 ccm Filtrat wiegen:
1. 31,7490
’ 8,7732 \
2. 22,9758 2,6690 | 11.4422.

3. 20.3068
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In 10 ccm filtrai wird eine EiweilRbestimming gemacht. Dieselbe
ergibt :

Daher ist von dem gewogenen Eiweif3 in Abzug zu bringen:

Das Gewicht des Niederschlages betragt daher:
a) G4(K)0 — 0.0012 -= 0.3001. b) 0,4060 — 0,0011 *= 0',10H>,
im Mittel 0,4020 g.

2. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 180 ccm ‘/»-gesattigter und
10 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung, so dal? die gesamte Flussigkeit
llalbsattigung mit Ammonsulfat aufweist. Nach mehreren Stunden wird
der entstandene Niederschlag abfiltriert, auf dem Filter mit hatijgeséattigtcr
Ammonsulfatlésung gewaschen, bis die WaschMussigkeit eiweil3frei ist,
dann bei 110° getrocknet, sulfatfrei gewaschen, wieder getrocknet und
gewogen. Es ergibt sich:

un Mittel 0,3077 g, also so ziemlich den gleichen Werl, wie ohne Aus-
waschung auf Grund der Iferechnung.

Aus allen Versuchen geht demnach hervor, dal}, wenn
inan mit Ammonsulfat eine bestimmte Eiweillfraktion aus einem
Serum frei von anderen Fraktionen erhalten will, die- allgemein
gelibte Methode des Ausfallens und nachtraglichen Auswaschens
mit der entsprechend konzentrierten Ammonsulfatlésung nicht
anwendbar ist, sondern daf man zun&chst das Serum sehr-
stark verdinnen und in dem verdinnten Serum die Ausfillung
vornehmen mufR. Dann kann man verschieden verfahren. Ent-
weder man wascht den Niederschlag auf dem Filter mit der
entsprechend konzentrierten Ammonsulfatlosung, bis die Wasch-
Ilissigkeit eiweil3frei ist, und wagt denselben nach Koagulierung,
Sullatfreiwaschung und Trocknung, oder man verzichtet auf
'lie Auswaschung, bestimmt den Wassergehalt des feuchten
Niederschlages, den Eiwei- und Wassergehalt des Filtrates
und zieht den aus diesen Zahlen berechneten Wert fir das
mitgewogene, aus der den Niederschlag durchtrankenden Eiweil3-
I6sung stammende, Eiweil3 ab.

Erstere Methode erfordert mehr Zeit, letztere mehr Pro-

zeduren und Wagungen. Freilich kann man sich, ohne einen
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in Betracht kommenden Fehler zu begehen, einige Wagungen
ersparen. Vor allem ist es nicht notig, das Gewicht und den
Trockenriickstand eines bestimmten Volumens des Filtrates zu
bestimmen. Da es sich ja stets um sehr verdinnte Eiweil3-
I6sungen handelt und der geringe Eiweil3gehalt das spezifische
Gewicht wenig beeinflult, so kann man das Gewicht des be-
treffenden Filtrates aus einer Tabelle ermitteln, in der die
spezifischen Gewichte verschieden konzentrierter Ammonsulfat-
I6sungen angegeben- sind. Zu diesem Behufe habe ich eine
solche Tabelle fir die mich interessierenden Ammonsulfat-
konzentrationen angelegt und in einer vor kurzem erschienenen
Mitteilungl] veroffentlicht, da die von mir gefundenen Zahlen
wesentliche Abweichungen von der allgemein gebrduchlichen
Schi ffsehen Tabelle zeigten. Diese Differenzen sind zum grofRen
Teile, wie ich in einer nachtréaglichen Bemerkung2) zu dieser
Arbeit feststellte, darauf zurtckzufuhren, daR in der Schiff-
schen Tabelle von einem ganz anderen Gesichtspunkte die
Konzentrationsberechnung der Ammonsulfatldsungen vorge-
nommen wurde. In der Schiffschen Tabelle bezieht sich der
Ammonsulfatgehalt auf 100 g Lésung, in meiner auf 100 ccm
Losung. Viele wieder beziehen den Salzgehalt auf 100 g LOsungs-
mittel, meistens also Wasser. Es ist daher der Vorschlag
Dekhuyzens,3) diese bestehende Verwirrung in den Begriffen
Uber Prozentgehalt einer Flissigkeit an Salzen nur zu begrif3en,
der darauf hinausgeht, fir den verschieden berechneten Pro-
zentgehalt verschiedene Bezeichnungen zu wahlen und diese
Bezeichnungen jeder Prozentangabe beizufuigen, um jeden Irrtum
auszuschlieBen. Nach Dekhuyzen soll der auf 100 g Ldsung
bezogene Prozentgehalt mit °P0s, der auf 100 g L&sungsmittel
bezogene mit OPOD und der auf 100 ccm LOsung bezogene
mit “Vos bezeichnet werden. Leider ist dieser Vorschlag, wie,*
ich glaube, relativ wenig bekannt und auch mir entgangen.

") Uber das spezifische Gewicht von Ammonsulfallésungen. Diese
«Zeitschrift, Bd. 71. Heft 1, S. 120, 11)11.

*) Bemerkung zu dem Aufsatze: Uber das spezifische Gewicht von
Ammonsulfatlésungen. Diese Zeitschrift. Bd. 71, H. 6, 1911

) Ein Kryoskop. Biochem. Zeitschrift, Bd. 11, S. 910. 1908.
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Ursache davon ist wahrscheinlich der Umstand, dall dieser
Vorschlag in einer Publikation enthalten ist, deren Titel den-
selben nicht ohne weiteres vermuten l&t. Es erscheint daher
dankenswert, dall der Vorschlag vom Autor kirzlich wieder-
holt wurde.*)

Die Schiffsche Tabelle enthalt also die Werte °PoS, meine
Tabelle die Werte °V0s, Da letztere allein bei der EiweiR-
fullung in Betracht kommen, habe ich fir diese Zwecke eine
solche labeile angelegt und mich dabei auf die Bestimmung
einiger weniger, bei Eiweillfallungen hauptsachlich in Betracht
kommender Werte beschrénkt.

Auch die Schiffsche Tabelle ware fur unsere Zwecke
zu verwenden, nur mifte man jeden Wert von OP,S auf 0V,s
umrechnen. Dann wirde man aber eben zu der von mir durch
direkte Bestimmungen gefundenen Tabelle gelangen. Dennoch
bleiben aber dann, wie ich bereits seiner Zeit feststellte, gering-
flgige Differenzen zwischen der aus der Schiffschen Tabelle
ausgerechneten und der von mir angegebenen ubrig. Worauf
dieselben beruhen, vermag ich nicht anzugeben, mochte nur
hervorheben, dalR ich die spezifischen Gewichte mit zweierlei
nachgepriften Ardaometern, zweierlei Ardopyknometern und
einigemal noch mit dem Pyknometer bestimmt habe, wobei
sich Ubereinstimmende Resultate ergaben, dal ferner die Be-
stimmung des Salzgehaltes in den verdinnten Ldsungen sehr
genau den aus der gesattigten LOosung berechneten Wert ergab,
und daB die chemische Untersuchung des verwendeten Salzes
seine vollstandige chemische Reinheit erwies, schliefflich daf3
die Sattigung der Losung mit Ammonsulfat durch wiederholte
Kontrollversuche festgestellt wurde.

Aus der von mir gegebenen Tabelle, die eventuell noch
durch einige Werte erganzt werden kann, kann man daher das
Gewicht der Filtrate nach Abfiltrierung des Niederschlages ab-
lesen und ebenso das Gewicht des Trockenrlickstandes, der ja
hei diesen Verdiinnungen durch die minimalen Eiweilmengen,
die er enthalt, nicht nennenswert vermehrt wird. Die Differenz

’) Notiz zur Mitteilung von Wiener: Uber das spezifische Gewicht
v,%» Ammonsulfallésungen. Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. PJ7. 1911
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dieser beiden Werte ergibt dann den Wassergehalt des Filtrates,
der zur Berechnung des von der gewogenen Eiweilmenge ab-
zuziehenden Wertes notwendig ist.

Zum Schlisse wollte ich mich nur noch Uberzeugen, ob
dieselben (iesetze, die sich fir die Fallungen des Serums bei
Halbsattigung mit Ammonsulfat ergeben haben, auch fir andere
Konzentrationsgrade Geltung haben, ob sie also, was von vorn-
herein zu erwarten war, allgemeinere Gultigkeit besitzen.

Zu diesem Zwecke wurde folgender Versuch XI aus-
gefihrt, von dem ein Teil, der einer anderen Feststellung diente,
bereits unter Versuch X wiedergegeben ist.

Versuch XI.

180 ccm Pferdescrum werden versetzt mil GO ccm geséattigter Ammon-
sulfatlésung, so dall '/«-Sattigung oder, wie wir hier sagen wollen. 2,5-
Satligung'i erzielt wird. Von dem entstandenen Niederschlage wird nach
mehreren Stunden abliltricrt und das Filtrat weiter verwendet.

1. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 10 ccm geséttigter Ammon-
sulfatldsung, so dal? die gesamte Flussigkeit Halbsattigung oder 5-Sattigung
mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Niederschlag wird nach
mehreren Stunden abfiltriert und in. der beschriebenen Weise bestimmt

» 1- 10.W62 b) 1. 21,8706
2 163910 2. 183011 3692
» I"O00 1,1120
3. 171894 0%
4 148472 ¢ 4. 16,6418 %

10 ccm Filtrat wiegen:
1 27.9130 gfu!\{'

|
- 19,3718 11.4738.
3. 104392 29a2', T

In 10 ccm Filtrat wird eine EiweilRbestimmung gemacht; dieselbe

ergibt .
a SS U'i:62 bi <(5 °'1324

Daher ist von dem gewogenen Eiwei3 in Abzug zu bringen .

0,1332 X 3.2552 0,1324 X 3,5692
~ 0,0496, b) = 0,0546.
8.5412 8,5412

Das Gewicht des Niederschlages betragt daher:
a) 0.5428 — 0.0496 = 0,4932, b) 0.5476 — 0.0546 -= 0,4930.
im Mittel 0,4931 g.

) Nomenklatur nach Cohnheim, Chemie der EiweiRkorper, 1. Auf-
lage. S. 147.
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2. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 480 ccm halbgeséttigter und
10 ccm gesattigter Ammonsulfatlésung, so dal die gesamte Flussigkeit
wieder Halbséattigung oder 5-Séattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der
entstandene Niederschlag wird nach mehreren Stunden abfiltriert und in
der beschriebenen Weise bestimmt. (Ks ist dies jener Teil des Ver-

suches, der unter Versuch X schon mitgeteilt ist. den ich, aber der
besseren Ubersicht halber hier wiederhole.)

a) 1. 20.6006 .
) sea70 D) L 217818 34506
2. 16.0566 2. 18,3222
1,1484 1,1224
3. 15,8052 3. 17,1098
0,4006 0,4060
4. 15,4046 4. 16,7938
10 ccm Filtrat wiegen:
1. 31,7490
2 229758 "IN 11442*
3. 20,3068 >
In 10 ccm Filtrat wird eine EiweiRbestimmurig gemacht. Dieselbe
?rgibt :
a) 35,7440 b) 32,3570
0.0030 '
35,7410 ... 32,3534 0.0036.
Daher sind von dem gewogenen Eiweil3 in Abzug zu bringen
0,003 x 3,6470 r__, 0.0036 * 3,4596
a - — - := 0,0012, h) = 0,0014.
8,7732 8,7732

Das Gewicht des Niederschlages betragt daher:

a) 0,4006 — 0,0012 -= 0.3994, b) 0,4060 — 0,0014 0,4046,
im Mittel 0,4020 g.

3. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 10 ccm einer 70°/o gesattigten
Ammonsulfatliisung. so dalR die gesamte Flussigkeit 4-Sattigung mit Ammon-
sulfat aufweist. Der entstandene Niederschlag wird nach mehreten Stunden
abfiltriert. Die Filtration geht ebenso glatt vonstatten, wie bei Halb-
sattigung mit Ammonsulfat. Die Bestimmung des Niederschlages ergibt:

a) 1. 19,8310 b) 1. 20,3272 » 3350
o 130 0,6070 2. 17.9922 015660
3 16,4300 7 3. 17,4262
4. 16,3472 '’8/ oY 0,3890
4. 17.0372
10 ccm Filtrat wiegen:
1. 28,6018 B
g. 17,4110 Zwml n mH

In 10 ccm Filtrat wird eine EiweilBbestimmung gemacht. Dieselbe

ertribt :
S bt 20,5538 0.1804
a 01802 20,3734 ' ’

Daher ist von dem gewogenen Eiweif3 in Abzug zu bringen:
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0.1802 X_2.4800

0,1804 X 2,3350
a — A < -

= °-0510" ex»* 8,7878

Das Gewicht des Niederschlages betragt daher:

a» 0,3878 — 0,0510 = 0,3368, h) 0.3890 — 0,0479 -= 0,3411.
iin Mittel 0,3389 g.

4. 20 ccm Filtrat werden versetzt mit 480 ccm 40°/o gesattigter
und 10 ccm 70°/o gesattigter Ammonsulfatlésung, so dafl die gesamte
Flussigkeit 4-Sattigung mit Ammonsulfat aufweist. Der entstandene Nieder-
schlag wird nach mehreren Stunden abliltriert und in der bekannten
Weise bestimmt.

. 18,3384 .
A 16344 D 1194220 o)
2. 16,7010 0.3940 2. 174598 ' o
3. 16,3100 0’1442 3. 17,0580 0'1414
4. 16,1658 4. 16,9166
10 ccm Filtrat wiegen:
1. 28,5040 | qomy
2. 19,5184 y™v*" © 111398,
8. 17,3642 -’loia -

In 10 ccm Filtrat wird eine Eiweillbestimmung gemacht. Dieselbe
ergibt . i

®) 37,6160

,61 1)
37.6018 0,0082

) 32,1366
321316 °-0080'
Daher ist von dem gewogenen Eiweil3 in Abzug zu bringen:
0,0082 X 1,6344
8,9856 - 0.0016, = 8,9856
Das Gewicht des Niederschlages betragt daher:
a) 0.1442 — 0,0016 = 0,1426, b) 0,1414 — 0,0014 -= 0,1400.
im Mittel 0,1413 g.

Dieser Versuch ergibt in Ubereinstimmung mit den fri-

heren, dal} bei Ausfillung der Halbsattigung mit Ammonsulfat
im verdinnten Serum ein kleinerer Wert erhalten wird, als im
unverdinnten und dal} ersterer beilaufig denselben Bruchteil
des letzteren, wie in den friheren Versuchen, namlich 81,52° o
betragt. Der Versuch zeigt aber weiter, dal auch bei einer
anderen Ammonsulfatkonzentration, namlich bei 4-Sattigung
qualitativ dasselbe Resultat erhalten wird, dal aber in quan-
titativer Richtung das Ergebnis ein viel auffallenderes ist, indem
der aus verdunntem Serum erhaltene Niederschlag nur 41,60° |
des aus unverdinntem Serum erhaltenen betragt. Noch viel
auffallender zeigt sich der Unterschied, wenn man die aus ver-
dinntem Serum gewonnenen,) von uns als richtig angesehenen
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Zahlen als 100 setzt. Dann betragt bei Halbsattigung mit
Ammonsulfat der Wert aus unverdinntem Serum 122,66 °/0,
bei 4-Sattigung mit Ammonsulfat sogar 239,85°/0 des Wertes
aus unverdinntem Serum. Das bedeutet, daR im ersten Falle,
bei Ausfullung aus unverdiinntem Serum 22,66 °/o, im zweiten
Falle 139,85°/0, also mehr, als die zu féllende Eiweil3fraktion
selbst betragt, fremde Beimengungen, i. e. andere Eiweil-
fraktionen mitgefallt wurden.

Dieses auffallende Resultat bedurfte einer Erklarung. Fol-
gende schien mir die plausibelste zu sein: Wenn man ein Serum
bei einer bestimmten Ammonsulfatkonzentration ausfallt, so wird
mit der bei dieser Konzentration ausfallbaren EiweiRfraktion
desto mehr von anderen, bei héheren Ammonsulfatkonzentra-
tionen ausféllbaren, Eiweilfraktionen mitgeféllt, je néher die
Fallungsgrenze letzterer der verwendeten Ammonsulfatkonzen-
tration liegt. Bei Fallung mit .Halbséttigung von Ammonsulfat
wird das ganze Globulin ausgefallt, und bis zur beginnenden
Albuminfallung ist ein relativ weites Spatium vorhanden. Daher
wird nur relativ wenig Albumin, ca. 20—30°/0 des Globulin-
niederschlages, mitgeféllt. Bei Fallung aber mit 40°/0 .Séttigung
von Ammonsulfat ist noch bei der unmittelbar nachst héheren
Konzentration féllbares Globulin vorhanden, von dem dann der
grolite Teil oder alles neben geringen Mengen von Albumin
mitgefallt wird.

Um diesen Erklarungsversuch auf seine Stichhaltigkeit
zu prufen, habe ich folgenden Versuch angestellt: 1

Versuch XII.

Von einem Pferdeserum wurden

1. 44 ccm versetzt mit 900 ccm 4,5 gesattigter und 36 ccm ge-
sattigter Ammonsulfatlésung, so daB das gesamte Flussigkeitsvolumen von
i010 ccm 4,5-Sattigung mit Ammonsulfat aufwies. Ks entstand ein
Niederschlag, von dem nacn mehreren Stunden abfillrierl wurde.

Von dem Filtrate wurden 260 ccm, die 11 ccm Serum entsprachen,
A'nommen und mit 50 ccm  7,6gesattigter Ammonsulfatlésung versetzt,
s' daB das gesamte Flussigkeitsvolumen von 311 ccm 5-Séattigung
mit Ammonsulfat aufwies. Es entstand abermals ein dichter Nieder-
schlag, der nacli einigen Stunden eine mehrere Millimeter hohe Roden-
schicht bildete. Dieser Niederschlag wurde dann abfiltriert,” in einer
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relativ geringen Menge Wasser gelést und der Losung solange Ammon-
sul.fat zugesetzt, bis die erste bleibende Tribung auftrat. Bei diesem
Punkte zeigte die Flussigkeit ein spezifisches Gewicht von 1,127, dem
nach meiner Tabelle resp. der aus meinen Werten konstruierten Kurve,
wenn man den Eiwei3gchalt vernachlassigte (derselbe betrug 0.05°/0), der
Gehalt von 24 °Vos Ammonsulfat entspricht. Da die gesattigte Losum'
54,6 «Vos Ammonsulfat enthélt, so entsprechen 24 °Vos einer zu 4,51 ge-
sattigten Losung.

2. 41 rein desselben Serums wurden versetzt mit 36 ccm ge-
sattigter Ammonsulfatlésung, so dafll das ganze Flussigkeitsvolumen 4,5-
Sattigung mit Ammonsulfat aufwies. Es entstand ein machtiger Nieder-
schlag, von dem nach mehreren Stunden abfiltriert wurde.

20 ccm des Filtrates, die wieder 11 ccm des Serums entsprachen,
wurden hierauf versetzt mit 10 ccm einer 60°/ogesattigten Lésung, so
daR das gesamte Flissigkeitsvolumen von 30 ccm 5-Sattigung mit Ammon-
sulfat aufwies. Die Flissigkeit blieb dauernd klar. Um nun diesen Ver-
such vollstindig mit dem ersten vergleichbar zu machen und die Mdog-
lichkeit auszuschalten, daf3 vielleicht in dieser Losung die gleiche Eiweil3-
fraktion enthalten war, aber etwa durch die grolRere Konzentration des
Albumins in Lésung gehalten wurde, habe ich eine ganz gleich her-
gestellte Losung nachtréglich noch mit 190 ccm 50°/o gesattigter Ammon-

sulfallésung verdinnt. Auch dann blieb sie dauernd Kklar.

Dieser Versuch zeigt demnach, daR hei Ausfullung eines
verdinnten Serums mit 4,5-Sattigung von Ammonsulfat eine
betréachtliche Globulinfraktion in Ldsung bleibt, die erst zwi-
schen 4,5—5,0-Sattigung fallbar ist und bei einer Umfallung
dieselben Fallungsgrenzen beibehalt, dal hingegen bei der glei-
chen Ausfullung eines unverdinnten Serums diese Fraktion
tatsachlich vollstandig mitgefallt wird.

Der Ausfall dieses Versuches stellt daher einen Beweis
fur die Dichtigkeit der oben vermutungsweise ausgesprochenen
Erklarung dar.

Fs ergibt sich sonach aus allen vorliegenden Versuchen,
dal die Ausfullung eines Serums mit einer bestimmten Ammon-
sulfatkonzentration aufBer der bei dieser Konzentration ausfall-
baren HiweilRfraklion noch Teile von anderen Fraktionen, die
in reinem, isolierten Zustande erst bei hoheren Arnmonsulfat-
konzentrationen sich als fallbar erweisen, mitgefallt werden
und zwar desto mehr von denselben, je mehr von ihnen vor-
handen ist und je néher ihre Fallungsgrenze der verwendeten
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Ammonsulfatkonzentration liegt. Von diesen fremden Frak-
tionen kann nur ein feil durch nachtragliches Auswaschen mit
der entsprechend konzentrierten Ammonsulfatlésung wieder ent-
lehnt werden, wahrend ein Teil auf diese Weise von dem Nieder-
schlage nicht mehr getrennt werden kann.

Die allgemein gebréuchliche Methode der fraktionierten
EiweiRfallung im Serum durch Ammonsulfat gibt daher stets
unrichtige, und zwar zu hohe Werte. Schon der so erhaltene
\\ ert fur das Gesamtglobulin, also bei Fraktionierung des Serums
mit Halbsattigung von Ammonsulfat ist zu hoch. Notli mehr
aber Ubersteigen die nach der gebrauchlichen Methode gefun-
denen Zahlen die richtigen Werte, wenn man erstere verwendet,
um das Globulin selbst in einzelne Fraktionen zu zerlegen.
Auf den geringen Wert solcher Versuche hat Ubrigens schon
Illammarsten und in letzter Zeit Haslaml) hingewiesen. Es
sei auch diesbeziglich auf die Untersuchungen und die darauf
fallenden Anschauungen Galeottis?) aufmerksam gemacht.

Bei Verwendung einer und derselben Ammonsulfatkonzen-
tration, also z. B. bei der Ausfullung des Gesamtglobulins ist,
wie die Versuche mit allmahlich zunehmender Verdinnung
zeigten, der Fehler um so groRer, je weniger verdinnt das Serum
ist. Dabei spielt aber offenbar nicht die Verdinnung der bei
dieser Konzentration fallbaren Fraktion, sondern die Verdin-
nung der hoéheren Fraktionen, die bloR mit der ersteren mit-
gerissen werden, eine Rolle.

Daraus geht hervor, dal3 der z. B. fir das Gesamtglobulin
erhaltene Wert nicht nur ansteigt, wenn das Globulin zunimmt,
sondern auch ansteigen muf}, wenn andere Eiweil3fraktionen,
z U- ~as Albumin eine Zunahme erfahrt, wenn tberhaupt durch
irgend einen Umstand die Gesamtkonzentration des Eiweil3es
in die Hohe geht.

Vielleicht ist gerade auf diesen Umstand die Tatsache
zurtckzufihren, dafd in den meisten Fallen nach den verschie-
densten Eingriffen oder bei verschiedenen Krankheiten, bei denen

‘) The separation of proteids. Journ. of physiol., Bd. 32. S. 266,1905.
*) Uber die Gleichgewichte zwischen Eiweihkérpern und Elektrolyten,

h Mitteil., Diese Zeitschrift. Bd. 48. S. 473. 1906.

Uoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIV. 5
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sich der Gesamteiweil’gehalt des Serums &nderte, eine gleich-
sinnige Anderung im Globulingehalt konstatiert wurde, wahrend
der Albumingehalt sich nicht anderte (Langstein und Mayerl),
Erben2) u. a.). Da man den Albumingehalt nie direkt, sondern
nur den Gesamteiwei3gehalt einerseits, den Globulingehalt ander-
seits bestimmt und die Differenz beider den Albumingehalt dar-
stellt, so konnte natirlich bei einer Gesamteiweillvermehrung
und vorgetauschterGlobulinvermehrung der Albumingehalt schein-
bar unveréndert geblieben sein und es kénnte in solchen Féllen,
oder wenigstens in einer Reihe solcher Félle dasselbe Resultat
ohne Globulinvermehrung — nur durch eine Albuminvermehrung
vorgetauscht worden sein. Jedenfalls bedirfen alle auf diese
Weise angestellten Untersuchungen einer Revision.

Alle diese Fehler werden aber durch entsprechende Ver-
diinnung des Serums verringert oder sogar vermieden. Die
aus diesem verdinnten Serum erhaltenen Werte fir Globulin
sind erheblich Kkleiner, aber sie sind die richtigen, da der Nieder-
schlag ausschlief3lich aus der der betreffenden Ammonsulfat-
konzentration entsprechenden Eiweilfraktion besteht und keine
weiteren Fraktionen enthdlt. An diesem geanderten Verhalten
tragt einzig und allein die Verdiunnung, und zwar vor allem
die Verdlinnung der fremden Eiweil3fraktioneri schuld und nicht,
woran ebenfalls gedacht werden konnte, etwaige, mit der Ver-
dunnung einhergehende Reaktionsdnderungen.

Mit der Erprobung dieser Resultate in Kklinischen Fallen
bin ich gegenwartig beschaftigt.

Prag, im Juli 1911.

‘) Uber das Verhalten der EiweiRkorper des Blutplasmas bei experi-
mentellen Infektionen. Hofmeisters Beitrage, Bd. 5, S. 69, 1904.

*) Studien Uber Nephritis. Zeitschr. f. klin. Mediz., Bd. 50, S. 411,
1904; Bd. 57. S. 39, 1906.



