Untersuchungen fiber die Galle des Nilpferdes.

Von
Olof Hammarsten.

(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1911))

Die Galle, welche von 2 Individuen stammte, wurde
maoglichst unmittelbar nach dem Erlegen der Tiere in Alkohol
aufgesammelt, und es handelt sich also hier um ganz frische
Galle von gesunden, wild lebenden Tieren.l) Die von dem aus
¢ Gallenschleim» bestehenden Bodensétze abfiltrierte alkoholische
Losung hatte eine eigentimlich rotlich-griine Farbe gleich einer
alkoholischen Losung von Schaf- oder Rindergalle, welche Chole-
hamatin enthalt. Sie gab weder die Gmelinsche noch die
Huppertsche Reaktion. Auch zu meiner Gallenférbstoflprobe
verhielt sich die LOsung negativ.

Die ziemlich konzentrierte Losung zeigte bei spektro-
skopischer Untersuchung 4 Absorptionsstreifen, die sehr an
diejenigen des Cholehdmatins erinnerten, aber bezliglich sowohl
fier Lage wie der Starke etwas von ihnen abwichen. Band |
entsprach einer Wellenlange gleich X 660—648, das viel dunklere
Land Il X 608—589, das schwache Band Ill X 577—554 und
das noch schwachere Band IV einer Wellenlange von X 536—523.

Allem Anscheine nach handelte es sich hier um ein Ge-
menge von mindestens 2 Farbstoffen. Nach der Ausfallung der
gallensauren Alkalien mit Ather, spontaner Verdunstung des
Athers aus dem Filtrate und neuer Auflosung des Ruickstandes
zeigte ndmlich diese LOsung eine schon rotviolette Farbe mit
grinem Dichroismus. Die Losung zeigte aber nur das Band II,
aber viel scharfer und schoner als in der urspringlichen Lésung.

* Ich verdanke diese .Galle der Guite des Herrn Intendenten, Dr.
A Jagerskiold in Gothenburg, welcher wahrend einer Forschungsreise
in Afrika Gelegenheit hatte, zwei solche Tiere zu erlegen.

o*
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Der Rest der Farbstoffe war von den gallensauren Alkalien
mit niedergerissen worden und konnte infolge der Verarbeitung
der letzteren fir andere Zwecke nicht weiter untersucht werden

Von der urspringlichen alkoholischen Ldsung wurde ein
Teil fur die quantitative Analyse aufbewahrt. Der Rest wurde
eingetrocknet, in Alkohol gelést und von dem Ungel6sten ab-
filtriert. Das biltrat wurde von neuem eingetrocknet: der Rick-
stand in absolutem Alkohol geldst, von dem Ungeldsten abiiltrieit
lind mit Ather moglichst vollstandig geféllt. Die gallensauren
Alkalien krystallisierten ziemlich leicht in Bischeln und Ballen
von feinen Nadeln von dem Aussehen der Kkrystallisierten
Rindergalle.

Die bei der Alkoholbehandlung erhaltenen unléslichen
Ruckstande wurden vereinigt und weiter untersucht. Sie be-
standen last ganz aus wasserléslichen Salzen mit nur wenig
organischer Substanz. Die letztere enthielt keinen jeeorim
ahnliehen Stoff. Sie war stickstoffhaltig, gab eine deutliche
Biuretreaktion und entwickelte beim Verbrennen einen Geruch
nach verbranntem Horn. Sie bestand also aus einer nur in
sehr kleiner Menge vorhandenen Proteinsubstanz. Die Salze
reagierten in wasseriger Losung alkalisch und es wurden in
tinen gefunden 30,31<W0 Na: 10,560 K; 47,96\<> Cl und
5,37°0 H2SO4 Hierzu kamen noch Kohlensiure und Spuren
von Phosphorsaure, die nicht bestimmt wurden.

Bei der quantitativen Analyse zeigte es sich, daf} die
Menge dieser in Alkohol unldslichen Salze eine auffallend grole
war. Sie betrug nédmlich 10,9°/0 von der gesamten Menge der
festen Stoffe dieser Galle.

Die in absolutem Alkohol 16slichen Bestandteile wurden
nach dem in friheren Aufsatzen beschriebenen Verfahren unter-
sucht. Die Resultate waren folgende:

Fur die Relation zwischen &therfallbaren und durch Ather
nichtfallbaren Stoffen wurden folgende Zahlen erhalten.

Durch Ather fallbar 95,42°/o
* »  nichtfallbar 4,58 °/o. )

Die Nilpferdgalle war also sehr arm an durch Ather

nichtfallbaren Stoffen.
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In den durch Ather gefillten Stoffen wurde der Gehalt
an Schwefel und Phosphor bestimmt.

Der Gehalt an Schwefel war 1,84°/o und der an Phos-
phor 0,193°/0. Wird der Phosphor in Lecithin umgerechnet,
so entspricht er einem Gehalte von 1,86°0 Lecithin:

Der Gehalt an Stickstoff (nach Kjeldah! bestimmt) war
2.87Vo, und der durch Ausfillung mit Ather erhaltene Nieder-
schlag (von hauptsachlich gallensauren Salzen) enthielt also:

1,84 °lo S
2,87 olo N
0,193°/« P. |

Zur Prufung auf etwa anwesende Atherschwefelsdure
wurde ein Teil der mit Ather gefallten Stoffe (1,045 g) mit
Salzsaure von 25°/0 mehrere Stunden gekocht und dann nach
dem bei meiner Untersuchung der Menschengalle gelibten Ver-
fahrenl) mit Baryumchlorid gefallt und weiter behandelt. Das
Krgebnis war ein positives. Der Gehalt an Atherschwefelsgure-
schwefel war 0,118'J/o, also rund 6,4°/0 von dem Gesamt-
schwefel.

Zieht man den Wert.0,118°/0 Schwefel von dem Gesamt*
schwefel 1,84°/o ab und berechnet aus dem Reste, 1,722°/0
Schwefel, den Gehalt an Taurocholat unter Anwendung des
Koeffizienten (fir gewohnliches Taurocholat) 5,96, so erhalt
man 28,89°/0 Natriumtaurocholat.

Die Nilpferdgalle enthélt also eine allerdings nicht geringe
Menge von Taurocholat, gehért aber jedenfalls, da die Menge
der Seifen nur eine geringe ist (was schon aus dem Stickstoff-
gehalte 2,87 °/o hervorgeht), zu den glvkocholsdurereichen Gallen.

Mit diesem Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen
steht auch das Resultat der qualitativen Untersuchung in gutem
Kinklang.

Die Losung der gallensauren Salze in Wasser, die — bei-
laufig bemerkt — einen stark bitteren Geschmack hatte,
wurde namlich reichlich geféllt von verdinnten S&uren, Blei-
zucker, Alaun, Kupfersulfat, wie auch von Calcium-, Barvum-
und Magnesiumchlorid. Durch dieses letztgenannte Verhalten

*) Nova Acta Reg. Soc Scient. Upsal. Ser. Ill, Bd. 10.
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unterschied sich diese Galle von der Rindergalle, wahrend sie
hierdurch wie auch in anderer Hinsicht der Schweinegalle
naher kam.

Bevor ich zu der né&heren Beschreibung der gallensauren
Salze Ubergehe, will ich den &therloslichen Stoffen der Galle
einige Worte widmen.

Die nach mdglichst vollstandiger Ausfallung mit Ather in
dem Alkoholéther in Lésung zuriickgebliebenen Stoffe waren
nicht vollstandig 16slich in Ather. Der in Ather nicht I6sliche
Teil bestand aus gallensauren Salzen. Die Menge der in reinem
Ather loslichen Stoffe war nur eine kleine; aus samtlichen
verarbeiteten Gallenportionen wurden zusammen nur 0,75(3 g
erhalten. Lin Teil derselben — gegen 0,2 g — wurde auf
Phosphor geprift. Es wurden nur nicht bestimmbare Spuren
von solchem gefunden, und da folglich keine Phosphatide vor-
kamen, wurde zur Prifung auf Cholesterin und zur Ermittelung
der Art des Fettes mit alkoholischer Kalilauge verseift.

Der Nachweis von Cholesterin gelang jedoch nicht. Als
Endprodukt wurde nur eine &auRerst kleine Menge einer durch-
sichtigen, firnisdhnilichen Masse erhalten. Die Fettsduren
lieferten ein in Ather zum allergroBten Teile I6sliches Bleisalz,
aus welchem Olsaure ganz 'sicher zu erhalten war. Der in
Ather nicht losliche Teil des Bleisalzes wurde in das Natrium-

salz Ubergefihrt, und aus seiner Losung in Wasser wurden die
freien Fettsduren mit Salzsdure ausgefallt. Die Fettsduren losten
sich in siedendem Alkohol und schieden sich beim Erkalten
krystallinisch aus. Infolge ihrer sehr geringfiigigen Menge konnte
nur eine Bestimmung des Schmelzpunktes versucht werden.
Die ziemlich unzuverlassige Bestimmung ergab den Schmelz-
punkt -f- 55° C. Als sicheres Hauptresultat konnte also nur
festgestellt werden, dall die untersuchte Nilpferdgalle keine
nachweisbare Menge von Cholesterin enthielt, und ferner, dal
die in alkoholfreiem Ather loslichen Stoffe hauptsachlich aus
Olein mit nur wenig festem Fett bestanden.

Ich kehre nun zu den gallensauren Salzen zurtick. Die
vorbereitende Untersuchung hatte gezeigt, da hier ein Gemenge
von ziemlich viel Taurocholat mit bewiegendem Glykocholat
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vorlag, und ferner, dal} das Glvkocholat, wenigstens groRten-
teils, zu derjenigen Gruppe gehorte, welche von den 16slichen
Salzen der Erdalkalien gefallt wird. Eine Trennung des Gly-
kocholates von dem Taurocholate mufite also,-wenn mdglich,
bewirkt werden.

Da nach den an anderen Gallen gewonnenen Erfahrungen
die fraktionierte Fallung mit Bleizucker, Eisensalz oder Alaun
nicht zum Ziele fihrte, wurde eine Trennung mit Hilfe von
Kupfersulfatlosung versucht.

Bei Zusatz von Kupfersulfatlésung entstand ein sehr reich-
licher Niederschlag, der indessen nicht gut sich absetzte. Erst
nach fast vollstandiger Neutralisation des sauer gewordenen
Gemenges mit Na2C03 — wobei der Niederschlag sich noch
etwas vermehrte —, schied er sich gut ab und war leicht abzu-
tiltrieren. Das klare Filtrat wurde selbst nach vollstandiger Neu-
tralisation von mehr Kupfersalzlésung weder geféllt noch getriibt.

Es wurde also in dieser Weise erhalten: teils

. a) ein kupfersalzhaltiges Filtrat (Hauptfraktion 1j und teils

b) eine Kupfersalzfallung (Hauptfraktion 2).

Das Filtrat a, welches also etwa vorhandenes Taurocholat
enthalten muRte, wurde einige Zeit mit Natriumcarbonatlosung
in malkigem UberschulR digeriert und dann filtriert. Das kupfer-
freie Filtrat wurde eingetrocknet, der Riickstand mit absolutem
Alkohol erschopft, die Losung abfiltriert, von neuem einge-
trocknet, mit Alkohol behandelt, und dies wiederholt, bis alle
fremden Salze entfernt worden waren.

Die so gewonnene Fraktion 1, welche sehr begierig Wasser
aus der Luft aufnahm, l0ste sich &auflerst leicht in Wasser,
und diese Losung wurde weder von verdinnter Sdaure noch
von Bleiacetat, Kupfersulfat, Silbernitrat oder Baryumchlorid
geféllt. Diese Fraktion verhielt sich also nicht wie eine Glyko-
cholat-, sondern wie eine Taurocholatlésung.

Zur Ermittelung des S-Gehaltes wurde Fraktion 1 abwech-
selnd bei 105° C. und im Exsikkator bis zu konstantem Gewicht
getrocknet, was viel Zeit erforderte infolge der hygroskopischen
Beschaffenheit des Salzes. Der Gehalt an Schwefel war indessen
nur 3,28 °/o, und das Salz war also offenbar ein Gemenge von
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Uberwiegendem Taurocholat, etwa 55°/0, mit Glykocholat und
anderen Stoffen. Zu der weiteren Verarbeitung des Ruckstandes
dieser Fraktion 1 w*erde ich unten zurickkommen.

Die Kupfersalzfallung b (Hauptfraktion 2) wurde durch
Digestion mit Natriumcarbonatlosung in der Warme in das
entsprechende Natriumsalz Ubergefihrt und durch wiederholtes
Auflosen in Alkohol nach Lintrocknen der Losung gereinigl
Von diesem Salze, welches nicht besonders hygroskopisch war,
wurde ein T.eil in Wasser gelost. Diese Losung wiurde reichlich
gefallt von verdunnter Saure, von Bleizucker, Kupfersulfat,
Silbernitrat, Ferrisalz, Alaun wie auch von Calcium-, Baryum-
und Magnesiumchlorid. Sie verhielt sich also wie eine Ldsung
von Giykocholeinat.

Da diese qualitative Prifung zeigte, dal die Ldsung, wenn
nicht vollstandig so doch zum allergré3ten Teile, mit BaCl,
gefallt werden konnte, wurde behufs weiterer Reinigung die
ganze Losung dieser Fraktion mit BaCl? gefallt. Wrie beiVer-
arbeitung der Losung des gewdhnlichen Glykocholeinates loste
sich hierbei die zuerst auftretende Fallung wieder, und erst
nach Zusatz von uberschissigem Barvumsalz blieb sie. bestehen.
Der Niederschlag bestand-aus feinen Tropfchen, die erst nach
24 Stunden so vollstandig sich abgesetzt hatten, dal} die FlUssig-
keit vollstdndig klar von dem Ol- oder harzahnlichen Boden-
satze sich abtrennen lieR. Dieser Bodensatz wurde mit W asser
durchgeknetet, um eingeschlossene Flissigkeit zu entfernen, und
dieses W aschwasser mit der abgetrennten Flissigkeit vereinigt.

Aus diesen vereinigten Flussigkeiten wmrde mit Na,CO.
das Alkalisalz wiedergewonnen und seine LOsung, bei passender
Konzentration, mit neuem Barvumsalz gefallt. Die neue Flissig-
keit + Waschwasser, in derselben WTeise behandelt, gab eine
neue Portion Baryumsalz, und dieses Verfahren wurde wieder-
holt, bis keine Baryumfallung mehr zu erhalten war. Das dabei
erhaltene, letzte Filtrat gab nur eine sehr kleine Menge Sub-
stanz, die zusammen mit dem Ruckstande aus dem kupfersalz-
haltigen Filtrate a (Hauptfraktion 1) verarbeitet wurde.

Samtliche, wie oben angegeben, erhaltene Barvumfallungen
wurden vereinigt und aus ihnen das Natriumsalz dargestellt.
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Obwohl man hier erwarten kdnnte, ein von Taurocholat be-
freites Salz vor sich zu haben, wurde eine Schwefelbestimmung
gemacht. Diese Bestimmung ergab das unerwartete Resultat
von einem Gehalte des Salzes an 1,513°/0 S.

Da in diesem Salze keine Atherschwefelsaureverbindung
vorlag, bedeutet dies also, dall das mit Baryumchlorid geféllte
Salz  wenn man den Schwefel in Taurocholat umrechnet —
25,4°/o Taurocholat gegen 28,89 in den urspringlichen Roh-
gallensalzen enthielt.

Weder durch Fallung mit Kupfersulfat noch durch Fallung
des daraus dargestellten Natriumsalzes mit Baryumchlorid gelang
cs mir also, die Glykocholséduregruppe von der Taurocholsdure-
rt'uppe zu trennen. Besonders auffallend ist es aber, daR sogar
die Barvumféllung so viel Schwefel enthielt, dal ihr Gehalt
daran 25°/0 Taurocholat entsprach, und da dies selir an das
\ erhalten der Glykocholate der Schweinegalle erinnert, wurde
diese Frage weiter verfolgt.

Zur Entfernung der schwefelhaltigen Substanz, die ich
der Kirze halber als Tauroeholsaure bezeichne, schlug ich des-
halb einen &nderen Weg ein, indem ich die fraktionierte Fallung
mit gesattigter Salzldsung versuchte. Zu dem Ende wurde das
Barvumsalz erst mittels Natriumcarbonatlésung in das Natrium-
salz Ubergefiihrt.

Eine 1°/oige LOsung des Natriumsalzes in Wasser wurde
von Natriumsulfat, bei Zimmertemperatur bis zur Séattigung ein-
getragen, gar nicht gefallt. Von Ammoniumsulfat wurde sie
als eine 6lige Masse und von NaCl flockig gefallt. Die Fallungs-
grenzen fir NaCl wurden néher untersucht, und bei Zusatz
von 2 Volumen geséttigter, kalkfreier Kochsalzlosung erhielt
man einen Niederschlag, welcher das Aussehen von Tonerde-
hydrat hatte und mit einer Kochsalzlésung derselben.Konzen-
tration leicht auszuwaschen war. Das Filtrat von dieser Fallung
enthielt nur eine sehr kleine Menge einer an der Luft zer-
flieRenden Substanz, welche Schwefel enthielt und die in allen
nach diesem Prinzipe ausgefihrten Versuchen aufgesammelt
und mit der Hauptfraktion 1 vereinigt wurde.

Nach diesen vorlaufigen Untersuchungen wurden von dem
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Natriumsalze 2 g in 200 ccm Wasser gelost und mit 400 ccm
geséttigter, reiner NaCl-Losung gefallt. Der ausgewaschene und
stark ausgeprefite Niederschlag wurde in absolutem Alkohol
gel6st und durch wiederholte Alkoholbehandlung vonNaCl befreit.
Das fast ganz rein weilde, nicht hygroskopische Salz zeigte bei
der Schwefelbestimmung einen Gehalt von 1,53°/0 Schwefel
also genau dieselbe Menge wie vor der Reinigung durch Fallung
mit Ghlornatrium.

Es wurde nun ein neuer Versuch nach ganz demselben
Prinzipe ausgefihrt, nur mit dem Unterschiede* dal} die erste
NaCl-Féllung nach dem Reinigen mit Alkohol wieder in Wasser
zu einer I°/oigen Losung gel6st und dann mit 2 Volumen Chlor-
natriumsaturation geféallt wurde. Das wie oben mit Alkohol
gereinigte Salz enthielt 1,54 °/o Schwefel, also genau dieselbe
Menge wie das nur einmal gefallte.

In den nun angefuhrten Féallen war eine 1°/0ige Losung
des Gallensalzes mit NaCl-Losung geféllt worden. Zu dem nun
folgenden Versuche nahm ich eine 2°/0ige Losung, die wie in
dem vorigen Versuche zweimal mit Chlornatriumsaturation
(2 Vol. NaCl-Losung) geféllt wurde. Die Schwefelbestimmung
ergab auch in diesem Falle einen Gehalt von 1,54 °/0 Schwefel.

Es wurde also in allen drei Fallungsversuchen mit Koch-
salzlésung, trotz verschiedener Konzentration der Gallensalz-
I6sung, und gleichglltig, ob ein- oder zweimal gefallt wurde,
derselbe Schwefelgehalt gefunden, und zwar derselbe, wie der
in dem aus der urspriinglichen Baryumféllung erhaltenen Natrium-
salze direkt gefundene. Die folgende Zusammenstellung zeigt
dies sehr deutlich.

Natriumsalz aus der Baryumfraktion direkt 1,51°0 S
» (1 °/oige L6sung), einmal mit NaCl gefallt 1,53%) *
» (I°/oige LoOsung), zweimal»  » » 1,54°/0 >
» (2 °/oige Losung), » 1,54°,0 »

Es war mir also nicht gelungen, den Schwefelgehalt unter
den Wert 1,5° herabzubringen, und die obige Konstanz
des Schwefelgehaltes ist sehr auffallend. Da die bekannten
Taurocholate gegen 6°/o Schwefel enthalten, ist es ohne weiteres
klar, dal} es sich nicht um ein Taurocholat allein handeln konnte.
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Atherschwefelsauren konnten ebenfalls ausgeschlossen werden,
und wenn der Schwefel Uberhaupt von Taurocholat herrihrt,
wirde es sich also wahrscheinlich um eine Verbindung in kon-
stanten Verhéltnissen zwischen Glykocholat und Taurocholat
handeln.

Jedenfalls war es madglich, in dieser Weise durch Fallung
mit 2 Volumen gesattigter Kochsalzlésung nicht nur die Haupt-
masse der gallensauren Salze auszuféllen, sondern auch ein
Préparat von konstantem Schwefelgehalt zu gewinnen, und aus
dem Grunde entschlof} ich mich dazu, die ganze riickstandige
Portion des gallensauren Salzes, etwa 14 g, in dieser Weise
zu verarbeiten.

Die hierbei erhaltenen grofl3en Filtrate wurden durch ab-
wechselnde Konzentration und Fallung mit Alkohol von NaCl
Gefreit und in dieser Weise zuletzt ein hygroskopischer Rick-
stand erhalten. Er wurde in Wasser geldst und mit 2; Volumen
gesattigter NaCl-Losung gefallt. Der hierbei entstehende Nieder-
schlag, welcher bei Verarbeitung von kleineren Mengen nicht
beobachtet oder berlcksichtigt wurde, war nicht grobflockig,
sondern bestand aus feinen Tropfen, die zu einer geringfligigen
6ligen Schicht sich ansammelten. Sowohl beziglich des Ge-
schmackes wie der Loslichkeit und Fallbarkeit dhnelte dieser
Niederschlag ganz dem gewohnlichen Glykocholeinate; und es
I't deshalb nicht unwahrscheinlich, dall die untersuchte Nilpferd-
galle auch ein wenig gewohnliches Glykocholeinat enthielt.
Infolge der unbedeutenden Menge dieses 6ligen Niederschlages
war es jedoch nicht moglich, diese Frage naher zu prufen.

Die von der obigen 0Oligen Schicht getrennte Flissigkeit
lieferte nach Entfernung des Chlornatriums mit Alkohol einen
an der Luft zerflieBenden Rickstand, welcher zur weiteren
V erarbeitung mit der Hauptfraktion 1 aus dem kupfersélzhaltigen
Filtrate vereinigt wurde.

Der als Hauptprodukt aus den obigen 14 g durch Aus-
fillung mit 2 Volumen NaCl-Ldsung gewonnene, grobflockige
Niederschlag betrug nach dem wiederholten Reinigen mit Alkohol
gegen 12 g. Es stellte eine rein weiRe Masse dar, welche,
wie die qualitative Prifung ergab, schwefelhaltig war. Um
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hieraus, wenn moglich, ein schwefelfreies Produkt zu erhalten,
wurde ein Versuch gemacht, ihre Lésung in Wasser mit einer
kleineren Menge Kochsalzlosung fraktioniert zu fallen. Zu dem
Ende wurde die 1°/0ige Losung in Wasser statt mit 2 Volumen
nur mit 1«2 Volumen gesattigter NaCl-Losung gefallt, so daR
der Gehalt an NaCl etwas mehr als 10°/0 betrug. Das Zu-

sammenmischen der Lodsungen geschah bei gegen 50° C. und
das Gemenge blieb vollstandig klar. Erst nach dem Erkalten
trat eine flockige Fallung auf, die unter dem Mikroskope als
aus gefalteten Hautchen und fettsduredhnlichen Blattchen be-
stehend sich erwies. Diese Fallung, welche ihrem Aussehen
nach dem a-Hyoglykocholate sehr &ahnlich war, wurde nach
3 Tagen abfiltriert, ausgepreRt und durch wiederholte Alkohol-
behandlung von Kochsalz befreit.

Von dieser als Fraktion A bezeichneten Fallung, die rem
wei und gar nicht hygroskopisch war, wurde ein Teil in Al-
kohol gel6st und die spezifische Drehung bestimmt. Bei einer
Konzentration von 8,1°/« war bei 20° C. und bei Anwendung
von einem 2 dm langen Rohre (a)D = -f- 13,15°. Diese aul-
fallend niedrige spezifische Drehung zeigt, dal3 hier eine Gallen-
saure vorlag, welche trotz ihrer Ahnlichkeit in mehreren Hin-
sichten mit der Glykocholeinsaure mit ihr nicht identisch sein
konnte. Das Natriumsalz der letztgenannten Saure zeigte nam-
lich die spezifische Drehung von (a) D = -+ 39,64° bei der
Konzentration 5,8°/0. Dal sie noch mehr von gewohnlicher
Glykocholsaure verschieden war, folgt ohne weiteres aus ihrer
Fallbarkeit und anderen Eigenschaften, und auch eine Identitat
mit der a-Hyoglykocholsaure, der sie wohl am nachsten stehen
durfte, ist nicht anzunehmen.

Fur das Natriumsalz der a-Hyoglykocholsadure fand Jolin!)
in alkoholischer Losung (a) D = + 5,7°. FUr das Natriumsalz
der [3-Sdure (welches Ubrigens eine ganz andere Fallbarkeit
fir NaCl als das Salz der Nilpferdgalle zeigt) hat er keine
Bestimmung ausgefuhrt; fir die freie R-Saure, in Alkohol ge-
16st,2) fand er (a) D = —- 8,2". Diese Sauren waren jedoch in

6 Jolin, Diese Zeitsehr., Bd. 13, S. 207.
*) Jolin, ebenda, Bd. 12, S. 555.
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beiden Fillen von einer schwefelhaltigen Substanz (Tauro-
eliolat?) verunreinigt. Piettre,l) welcher mit schwefelfreier
Hyoglykocholsdure arbeitete, fand fir die freie Saure in alko-
holischer Losung (a)D = -f- 4,57°. Seine Angaben beziehen
sich aber, wie es scheint, auf ein Gemenge der zwei Hvoglyko-
cholsduren und durften also ebenfalls nicht ohne weiteres auf
die a-Hyoglykocholsdaure Ubertragbar sein. Aus den nun zitierten
Angaben folgt aber jedenfalls, daR die Hyoglykocholséuren eine
sehr niedrige spezifische Drehung haben, und man sieht ferner,
daB die S&ure der Nilpferdgalle in dieser Hinsicht ihnen viel
naher als der Glvkoehol- und Glvkocholeinséure steht.

Das von der Fraktion A getrennte, ! 2 Volumen NaCl-
I/>sung enthaltende Filtrat wurde durch abwechselndes Kon-
zentrieren und Ausféllen mit Alkohol von dem NaCl befreit
und durch wiederholte Alkoholbehandlung genau gereinigt.
Diese, ebenfalls rein weie Fraktion B wurde in Alkohol gelost,
und die spezifische Drehung bestimmt. Bei der Konzentration
von f),290/0 wurde fir dieselbe (a) D = + 18,04° gefunden.
Diese Fraktion enthielt also offenbar ein Gemenge von der
Saure der Fraktion A mit einer S&ure von starkerer Drehung.
Durch die weitere Untersuchung wurde dies auch bestatigt.
Iei neuer Verarbeitung dieser Fraktion B nach dem obigen
I'rinzipe wurde namlich eine weitere Portion von dem Salze
der Fraktion A (mit der spezifischen Drehung (a) D -|- 13°)
und in dem Filtrate davon ein in Oligen Tropfen durch mehr
NaCl féllbares Salz, welches wie gewohnliches Glvkocholeinat
Mch verhielt, erhalten. Die Menge dieses Salzes war leider
zu klein, um eine genauere Untersuchung zu gestatten, und
die Anwesenheit von gewohnlichem Glykocholeinat ist also nur
sehr wahrscheinlich, aber nicht sicher bewiesen worden.

Ich kehre nun zu der Fraktion A zurlick. Diese Fraktion
erwies sich bei qualitativer Prifung als schwefelhaltig, und
trotz der fraktionierten Fallung mit La Volumen NaCl-Losung
war also die schwefelhaltige Substanz nicht entfernt worden.
Ich entschloR mich daher dazu, diese Substanz durch Aus-

I) Recherches sur la bile. Laval 1910.
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fallung der freien Glvkocholsdaure mit verdinnter Mineralsdure
wenn moglich zu entfernen.

Zu dein Ende machte ich eine 1 °/oige L6sung der Fraktion
A in Wasser, schiittelte mit (berschiissigem Ather und setzte
Salzsdure bis zu I°/o in dem Gemenge hinzu. Die Gallensaure
schied sich als sehr kleine Tropfchen aus, die alilmahlich groRten-
teils am Boden der Flasche als eine d6lige oder honigdhnliche
Schicht, aber auch als groRere, helle Tropfen an der Wand
des Geféalles sich abgesetzt hatten. Eine Krvstallisation fand
nicht statt, selbst nicht in einer Portion, die gegen ein halbes
Jahr stehen blieb.

Die wasserklare, saure Flussigkeit konnte leicht von den
Iropfen und der Bodenschicht getrennt werden, und die aus-
geféllte Saure wurde durch Kneten mit Wasser von Mutter-
lauge befreit. Es wurden darauf sowohl die ausgeféllte Séure
wie die in der Flissigkeit gelost gebliebene in das Natrium-
salz Ubergefiihrt. Das Salz der in Ldsung gebliebenen S&ure
zeigte bei einer Konzentration von 2,7°/o (a) D = -f-12,5°, das
Salz der ausgeschiedenen Saure bei der Konzentration 9,48" n
(@ D = - 12,6°.

Das Salz der nicht ausgefallten Saure erhielt ich in so
kleiner Menge, dal3 sie eine weitere Untersuchung nicht ge-
stattete. Das Salz der ausgeféllten Sdure wurde dagegen teils
zu qualitativen Proben und teils zur Bestimmung des Schwefel-
gehaltes verwendet.

Dieses Salz war rein wei. Es hatte einen widerlich
bitteren Geschmack, aber nicht den intensiven, mehr rein
bitteren Geschmack des a-Hyoglykocholates. Seine Ldsung in
W asser wurde von denselben Salzen wie die urspriingliche
Galle gefallt und sie gab mit den l6slichen Salzen der alka-
lischen Erden reichliche Niederschlage. Das Salz stimmte in
diesen Hinsichten mit dem a-Hyoglykocholate tberein, wurde
aber nicht von Na2S04 bei Zimmertemperatur geféllt und zeigte
zu NaCl ein etwas abweichendes Verhalten. Wahrend namlich
das Natriumsalz der a-Hyoglykocholsdure in 1°/oiger Losung
schon von 3—4°/o NaCl reichlich geféllt wird, gibt eine
ebenso konzentrierte Losung des Salzes der Nilpferdgalle mit
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derselben Menge NaCl gar keine Fallung, und sie fangt erst von
einem Gehalte von 6°/o NaCl ab ein wenig gefallt zu werden.

Wenn man dieses Verhalten mit dem abweichenden Ge-
schmacke und der verschiedenen spezifischen Drehung zusammen-
halt, so ist es offenbar, dal die S&ure der Nilpferdgalle nicht
mit der a-Hyoglykocholsdure identisch sein kann. Auch mit der
R-Hyoglykocholsdure, deren Natriumsalz durch NaCl immer als
6lige Tropfen und nicht als flockige Massen ausgeschieden wird
und welches sogar von 10—I1°/o NaCl nicht gefallt wird, kann
die Sdure der Nilpferdgalle nicht identisch sein.

Nun koénnte man hier einwenden, daR dieser Vergleich
nicht ganz zulassig ist, weil, wie unten gesagt werden soll,
auch das nun in Rede stehende Salz der gereinigten Saure
der Nilpferdgalle mehr als 1°/o Schwefel enthielt. Dieser Ein-
wand ist natdrlich vollig berechtigt; aber das Interessante ist,
dal auch die Hyoglykocholate, wenn man sie mit Neutralsalzen
ausfallt, immer schwefelhaltig sind, was schon Jolin gezeigt
hat. Ich habe das a-Hyoglykocholat aus I°/oiger LOsung in
Wasser durch Zusatz von 3,8°/0 NaCl zu der gelinde erwérmten
Losung (wobei das Salz beim Erkalten der Losung in schdnen
Nadeln sich ausscheidet) mehrere Male umkrystallisiert und
trotzdem in dem schonen, schneeweillen Praparate rund 1,1°/0
genauer 1,07°/0) Schwefel gefunden. Der obige Vergleich gilt
also fir Salze aus Schweine- und Nilpferdgalle, welche fast
denselben Gehalt an Schwefel hatten.

Wie oben bemerkt, habe ich auch diese Fraktion auf
einen Gehalt an Schwefel gepruft. Sie war schwefelhaltig und
der Gehalt an Schwefel war 1,20°/o. Trotz der wiederholten
fraktionierten Fallung mit NaCl und trotz der Ausfullung der
freien Saure mit verdunnter Salzsaure bei Gegenwart von Ather
war es also nicht gelungen, den Schwefelgehalt weiter als von
1.5 zu 1,2°/o herabzubringen. Wenn dieser letztgenannte
Schwefelgehalt von Taurocholat herrihrte, wirde dies einem
Gehalte von rund 20°/o gewdhnlichem Taurocholat entsprechen.

Die Natur dieser schwefelhaltigen Substanz habe ich in-
folge der geringen Menge des seltenen, schwer zuganglichen
Materiales nicht ermitteln kdnnen, bis auf weiteres muR man
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wolil aber dieselbe als Tauroeholsdure bezeichnen. Wenn diese
Annahme eine richtige ist, mul man es jedoch als sehr auf-
fallend bezeichnen, dal man, trotz aller chemischen Mani-
pulationen und trotz der Ausfillung der Glvkocholséure als freie
Saure, den ursprunglichen Schwefelgehalt der gallensauren Salze
um nicht mehr als hochstens 0,3°/0 hat herabsetzen konnen.

Nach den Untersuchungen von Piettre kann man durch
fraktioniertes Aussalzen mit Natronlauge aus der Schwoine-
galle ein schwefelfreies Hyoglykocholat darstellen. Hei der
Ausfuhrung dieser meiner Untersuchungen war die (im Jahre
1010 erschienene) Arbeit von Oiettrc mir nicht bekannt, und
irh hatte also nicht seine Methode auf die Nilpferdgalle ver-
suchen konnen.

Da Piettre das obengenannte Resultat bei’Verarbeitung
von sehr grofen Mengen Schweinegalle erhielt, war geringe
Aussicht, daB ich nach dieser Methode mit den geringfugigen
Mengen meines Materiales zu einem brauchbaren Resultate
kommen wirde. Trotzdem habe ich die zuletzt tbrig gebliebene
Menge der Fraktion A, etwa 3 g, zu einem derartigen Ver-
suche geopfert. Das Salz wurde in Wasser zu 60 ccm geldst
und also eine etwa F)°/oige Losung erhalten. Zu dieser Ldsung
wurde allmahlich eine Natronlauge von Il1°/o NalH gesetzt
Schon nach Zusatz von 10 ccm war die nach Umschutteln voll-
standig klare, farblose Flissigkeit dickflissig wie Glycerin ge-
worden. Nach Zusatz von 20 ccm war sie noch dickfliissiger
und nach Zusatz von 30 ccm hatte sie die Konsistenz eines
dickflissigen Kleisters. Von mehr Lauge wurde sie tribe und
nach Zusatz von im ganzen 90 ccm hatte sie das Aussehen
eines undurchsichtigen Kileisters angenommen. Versuche an
einer kleineren Portion zeigten, daR sie durch Zusatz von mein
Lauge, selbst von xU Volumen Lauge von 35°/o, nicht merk-
bar verandert wurde, und aus dem Grunde wurde keine weitere
Menge Lauge zugesetzt. Das Gemenge (60 + 90) enthielt also
nun etwa 6,6°/0 NaOH.

Das weil3e, undurchsichtige Aussehen des Gemenges rihrte
von kleinen Oltropfchen her, welche die ganze Masse durch-

setzten. Da ein Abtrennen und Aufsammeln dieser Tropfchen
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nicht direkt mdoglich war, wurde rasch aut 45° C. erwarmt.
Hierbei wurde das Gemenge dinnflissig, die Tribung ver-
schwand allerdings nicht, aber die Hauptmenge der Tropfchen
setzte sich als eine 0lige Schicht am Boden ab. Nach
24 standigem Stehen enthielt die obere dinnflissige und sonst
durchsichtige, farblose Schicht eine spérliche Fallung, die bei
mikroskopischer Untersuchung als aus gefalteten Hauten be-
stehend sich erwies. Die untere, vorher 06lige Schicht war
in einen weillen undurchsichtigen, festen Kuchen verwandelt
worden. Die Flussigkeit mit der spérlichen Fallung konnte
leicht und vollstandig von dem Kuchen getrennt werden.

Diese Flussigkeit, durch Glaswolle filtriert und dann mit
etwas Wasser verdinnt, wurde mit Kohlensdure behandelt,
bis alles Natriumhydroxyd in Carbonat umgesetzt war. Dann
wurde durch abwechselnden Alkoholzusatz und Konzentration
.das Carbonat entfernt. Zuletzt wurde ein unbedeutender gelb-
licher, bitter schmeckender, in Alkohol l8slicher Rest erhalten,
dessen Menge indessen so klein war, dal3 er nicht weiter unter-
sucht wurde. Es kam also nur der obengenannte feste Kuchen
zur Untersuchung. Er wurde in Alkohol und etwas Wasser
gelost. Die Losung wurde mit Kohlensdure behandelt, bis alles
Natriumhydroxyd in Carbonat umgesetzt worden war, darauf
wurde durch Alkoholbehandlung, Eintrocknen und mehrmals
wiederholte Losung des Ruckstandes in Alkohol gereinigt. Das
zuletzt erhaltene Salz war rein weil3: seine Losung in ab-
solutem Alkohol zeigte bei der Konzentration 12,6°/0, die spezi-
fische Drehung (a)D = 12,1°. Das bei 104° C. getrocknete
Salz, welches leicht von konstantem Gewicht erhalten wurde,
zeigte einen Gehalt von 1,35°/0 Schwefel.

Selbst durch Ausfallen mit Natronlauge und Erwarmen
auf 45 nC. war es also nicht moglich, den Schwefel zu ent-
fernen. Der Schwefelgehalt war eher ein wenig hoher als in
dem ursprunglichen Praparate, was jedoch von wenig Belang
>ein dirfte, da ich zu der Bestimmung nicht mehr als 0,59t g
verwenden konnte.

Dieser recht konstante Gehalt an Schwefel, den ich in
keiner Weise entfernen konnte, ist sehr auffallend,, und die

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXX1V. 10
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Natur des schwefelhaltigen Stoffes bleibt vorlaufig unbekannt.
Ein einfaches Gemenge von Glykocholat und Taurocholat ist
kaum anzunehmen, und wenn es hier Gberhaupt um Taurocholat
sich handelt, ist eine Verbindung der beiden Salze in kon-
stanten Verhaltnissen eher anzunehmen. Die geringe Menge
des Materiales gestattete keine eingehendere Untersuchung,
und da ich zu der Cholalsduredarstellung nur gegen | g ver-
wenden konnte, ist der negative Ausfall bei Prifung auf Taurin
ohne Beweiskraft.

Infolge des unerwarteten Verhaltens der schwefelhaltigen
Substanz schien es mir von gréberem Interesse zu sein, ihr
Verhalten bei den verschiedenen Reinigungsverfahren zu ver-
folgen, als eine Darstellung der entsprechenden Cholalsdure zu
versuchen. Aus dem Grunde blieb mir auch zuletzt nur gegen
1 g zur Cholalsduredarstellung Ubrig, und ich konnte also nur
eine oberflachliche Untersuchung der Cholalsaure unternehmen.
Die letztere, welche ich nur in amorphem Zustande erhielt,
war sehr leicht l6slich in Alkohol, Aceton und Chloroform.
Sie war schwer loslich in Ather und in Benzol bei Zimmer-
temperatur: in heiBem Benzol 16ste sie sich leichter. Aus der
Losung in Alkohol oder Aceton konnte sie w'eder durch Zusatz
von Ather noch von Benzol gefallt werden. Die Saure gehort
zu derjenigen Gruppe von Cholalsduren, welche schwer l6sliche
Barvumsalze geben.

Die Glykocholatfraktion enthielt also eine Saure, welche
zu freier Saure und Metallsalzen, besonders zu den Salzen der
alkalischen Erden, wie eine Glykocholeinsaure sich verhielt, die
aber trotz verschiedenartig abgeanderter Reinigungsmethoden
noch einen Schwefelgehalt von 1,2—I,3°/0 zeigte. Sie ahnelte
in mehreren Beziehungen der a-Hyoglykocholsdure, die nach
wiederholter Reinigung ebenfalls etwas tber 1°/o Schwefel ent-
hielt, unterschied sieh aber von ihr durch andere Fallbarkeit
des Natriumsalzes fir NaCl und Na,S04 und andere spezifisch»'
Drehung dieses Salzes. Die spezifische Drehung des Salzes aus
Nilpferdgalle war namlich flr verschiedene Konzentrationen :
(@)D = -f-12—13°. Hierdurch unterscheidet sich diese Saur»'
auch von allen anderen bisher bekannten Sauren der Glvkochol-
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sduregruppe, und es kann wohl also kein Zweifel dartber be-
stehen, daR hier eine besondere, bisher nur in der Nilpferd-
dralle gefundene S&ure vorliegt.

Die Taurocholatfraktion bestand aus der Hauptfraktion 1
(dem Filtrate von der Kupfersalzfallung) und den oben S. 128,
129 und 131 genannten Endfraktionen. Samtliche diese Riick-
stande zeigten nach weiterer Reinigung noch einen Gehalt an
( 1lykocholaten, die teils mit Kupfersulfat- und teils mit NaGIl-Ldsung
so weit mdglich entfernt wurden. Nach dieser fortgesetzten Reini-
gung wurde zuletzt eine, in absolutem Alkohol auf3erordentlich
leicht und ohne Riickstand I6sliche Masse erhalten, die aus der Luft
Wasser begierig aufnahm und sich verflissigte. Diese Masse
konnte selbst nach monatelangem Trocknen im Exsikkator oder
nach wochenlangem Trocknen bei 101° C. nicht in.trockenen,
pulverisierbaren Zustand Ubergefihrt werden. Sie stellte stets
eine harte, zdhe Masse dar, die an der Luft fast sogleich klebrig
wurde. Sie war schwefelhaltig; der Gehalt an Schwefel konnte
nicht genau festgestellt werden; nach dem'lUberwiegend siR-
lichen, nur schwach bitterlichen Geschmacke zu urteilen, ent-
hielt die Masse aber unter anderen StoRen Taurocholat.

Die ganze Menge betrug nach ungeféhrer Schatzung
(Wégung der bei 104° wochenlang bis zu annahernd kon-
stantem Gewicht getrockneten Masse) etwa 3 g. Trotz ihrer
vollstdndigen Loslichkeit in absolutem Alkohol enthielt sie noch
ziemlich viel Chloride, und da an eine Isolierung und nadhere
Untersuchung der verschiedenen in ihr enthaltenen Substanzen
nicht zu denken war, wurde sie nur auf Gholalsduren ver-
arbeitet.

Es wurden hierbei zwei Gholalsauren erhalten, von denen
die eine, welche ein sehr schwer l6sliches Baryumsalz gab,
sehr an Gholeinsaure erinnerte. lhre kleine Menge gestattete
jedoch nicht die Feststellung ihrer Natur. Die andere, welche
jedenfalls die hauptséchliche Gholalséure in dem Gemenge war,
erwies sich durch Krystallform, Schmelzpunkt (196° G.) und
positive Myliussche Jodreaktion als gewohnliche Gholsdure.
Die Taurocholatfraktion enthielt also, neben anderen unbe-
kannten Stoffen, als hauptséchliche Gallensdure Gholsdure, wenn

io*
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nicht ausschlieBlich jedenfalls zum allergroRten Teile, als
Taurocholat.

Fasse ich zuletzt die hauptséchlichsten Resultate dieser
Untersuchung kurz zusammen, so ergibt sich folgendes:

Die Nilpferdgalle enthielt mindestens zvyei Farbstoffe,
welche, wenn sie zusammen vorkamen, ein Absorptionsspektrum
gab, welches demjenigen des Cholehdmatins ahnelte.

Die Galle war auffallend reich an in Wasser l6slichen,
in Alkohol unléslichen Salzen, indem néamlich die Menge dieser
Salze 10,90/0 von den gesamten festen Stoffen betrug. Die
Salze waren zum allergroBten Teile Chloride, und daneben
kamen nur Carbonate, kleine Mengen von Sulfaten und Spuren
von Phosphaten vor.

~ Von den alkoholléslichen Stoffen waren 95,42 °/o durch
Ather féllbar. Dementsprechend war die Galle arm an Phospha-

tiden und sie enthielt keine jecorindhnliche Substanz.

Chole§terin konnte nicht nachgewiesen werden, und die
in reinem Ather l6slichen Stoffe, deren Menge nur sehr Klein
war, bestanden hauptséchlich aus Olein mit ein wenig festem Fett.

Von dem Schwefel kamen 6,4 °/0 als Atherschwefelsaure
un. Der Rest des Schwefels, in gewohnliches Taurocholat.
umgerechnet, ergab einen Gehalt von 28,89'% Taurocholat.
Die Nilpferdgalle gehotrt also zu den glykocholsdurereichen
Gallen, und hiermit stimmt auch ihr Verhalten zu verschiedenen
h allungsmitteln. Hervorzuheben ist, dal} sie, wie die Schweine-
galle, von den loslichen Salzen der Erdalkalien reichlich ge-
fallt wird.

Von Gallensduren enthielt die untersuchte Nilpferdgalle
ganz unzweifelhaft gewohnliche Cholsdure, obzwar in nur ge-
ringer Menge. Diese S&dure wurde aus der Taurocholatfraktion
erhalten und kommt allem Anscheine nach hauptsachlich als
Taurocholat vor.

In sehr kleiner Menge wurde, Uberwiegend in der Glyko-
cholatfraktion, eine S&ure gefunden, die wie Glykocholeibsdure
sich verhielt, deren Natur aber nicht festgestellt werden konnte.

Die Glykocholatfraktion enthielt als hauptséachlichste Saure
eine in anderen Gallen bisher nicht gefundene Gallenséure, deren
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Alkalisalz zu verdiinnten Sduren und anderen Fallungsmitteln
wie ein Glvkoeholeinat sieh verhielt. Dieses Salz wurde reich-
lich von den l6slichen Salzen der Erdalkalien gefallt, und es
konnte leicht von verhéltnismé&liiig kleinen Kochsalzmengen aus-
gefallt werden. Es &hnelt in vielen Hinsichten dem entspre-
chenden Salze der a-Hyoglykocholsédure, konnte aber nicht
wie dieses durch Sattigung mit Natriumsulfat hei Zimmer-
temperatur gefallt werden. Es zeigte ferner eine geringere
Fallbarkeit flir NaCl und hatte eine andere spezifische Drehung,
ndmlich (a) D = -f- 12—13° bei verschiedenen Konzentrationen.

Das auffalligste Resultat der Untersuchung liegt wohl
jedoch darin, daR diese Saure, trotz der verschiedenartigen,
in dem vorigen beschriebenen Reinigungsprozeduren, denen sie
unterworfen wurde, immer schwefelhaltig war und einen recht
hohen Schwefelgehalt, 1,2—1,3°/0 hatte.

Dieser Schwefelgehalt riihrt nicht von Atherschwefelsauren
her, und er laRt sich kaum durch eine einfache Beimengung
von Taurocholat erklaren. Wie er zu erklaren ist, bleibt noch
(ine offene Frage, deren LoOsung infolge der geringen Menge
des seltenen Materiales nicht in Angriff genommen werden
konnte. Das beobachtete Verhalten der Nilpferdgalle fordert
jedoch dringend zu weiteren Untersuchungen Uber die Art der
Rindung des Schwefels in den verschiedenen Gallen auf. An
der schwer zuganglichen Nilpferdgalle durfte wohl diese Frage
kaum weiter verfolgt werden kénnen; aber es scheinen analoge
Verhaltnisse in der Schweinegalle obzuwalten, und diese Galle
dirfte deshalb vielleicht als Ausgangsmaterial fur weitere Unter-
suchungen in dieser Richtung dienen kdnnen.



