Einwirkung von Ammoniakgas auf Diastase.
111. Mitteilung.

o .Von-

Theodor Panzer.

(Der Redaktion zugegangen am 18. Februar 1913))

Die vorliegende Untersuchung sollte nach der urspring-
lichen Absicht eine Vorarbeit fur Versuche bilden, welche tber
die aufeinanderfolgende Einwirkung von Chlorwasserstoff- und
Ammoniakgas anzustellen waren.

Um vergleichbare Resultate zu erzielen, wurden dieselben
Methoden in genau derselben Ausfiihrung angewendet, welche
bei den Untersuchungen uber die Einwirkung von Chlorwasser-
stoff auf Diastasel) und Invertase*) gelibt worden sind.

Es wurden nur jene Abanderungen getroffen, welche durch
die Verwendung von Ammoniak statt Chlorwasserstoff geboten
waren.

Bei der prozentischen Berechnung der Resultate wurde
auch hier allenthalben dasselbe Prinzip verfolgt wie dort, ndm-
lich die Berechnung auf 100 Teile des ursprunglichen, nicht
mit Ammoniak behandelten Fermentpréparates.

Die vorliegende Untersuchung wurde mit Diastasepriipa-
raten ausgefuhrt, von welchen Proben schon bei der erstzitierten
Untersuchung verwendet worden sind; es waren das jene Pra-
parate, welche dort mit: Diastase Il und 111 und Diastase ge-
reinigt 111 und IV bezeichnet worden sind. Der besseren Uber-

sicht halber fihre ich die auf diese Préaparate sich beziehenden

*) Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 278.
*) Diese Zeitschrift, Bd. 82. S. 377.
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analytischen Daten, welche dort erhoben worden sind, in Pro-
zenten noch einmal an.

Formoltitrier- Aciditat in

Stick- Aniid-
Asche barer Stick- ccm Normal-
stoff stickstoff lauge fur 100g
stoff Substanz
Diastase Il . . . . 456 3,69 0,34 0,16 357
Diastase 111. . . . 444 3,03 0.34 0.20 . 236
Diastase gereinigt Il 562 355 0,40 o .
Diastase gereinigt IV 546 356 0,43 0.18 324

Behandlung mit Ammoniakgas.

Das fur die Versuche verwendete Ammoniakgas wurde
durch Erhitzen eines Gemenges von Salmiak und gebranntem
Kalk in einem Rundkolben aus béhmischem Kaliglas dargestelit.
| m das leichte Springen des Kolbens zu verhiten, wurde das
Erhitzen in einem HeiBlufttrichter vorgenommen, in welchen
der Kolben eingesetzt war. Derart gelang es, aus einem einmal
beschickten Kolben fir 3—4 an verschiedenen Tagen ausge-
fihrte Versuche genugend Ammoniak zu gewinnen. Das Am-
moniak wurde zundchst durch einen verhaltnismalig groRen
lurm geleitet, welcher mit Sttckchen von gebranntem Kalk
gefullt war, und gelangte dann in einen Apparat, der ganz
gleich gebaut war wie bei den Versuchen mit Chlorwasserstoff.
Die nachfolgende Luftdurchleitung wurde in den Ammoniak-
versuchen nur bei Zimmertemperatur vorgenommen. Durch
die Ammoniakbehandlung wurden die Praparate nicht sichtlich
verandert, nur wurden sie gegen Luftfeuchtigkeit etwas empfind-
lich. Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle an-
gefihrt:

Die Ammoniakmengen, welche durch die Diastasepraparate
aufgenommen wurden, sind relativ klein, sie sind viel kleiner
als die Chlorwasserstoffmengen, welche von den Diastasepra-
paraten aufgenoramen worden sind. Im grofen und ganzen,
nicht aber in jedem Falle, hat das stickstoffreichere Praparat
«gereinigt 1V» etwas groliere Ammoniakmengen aufgenommen,
als die stickstoffarmeren Praparate «Il und [l».
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Verwendete Menge Ayfgenommene

Bezeichnung des des Diastase-
; 4 4 Ammoniakmenge In Prozenten
Diastasepraparates praparates 9

9 g

1,0130 0,0184 1,82

Il. 1,0232 0,01j74 1,70
0,9923 0,0203 2,05

0.9997 0.0180 1,80

| 0,5062 0,0089 1,76

m 0,5637 0.0089 1.58
0.5581 0,0114 2,04

0,5381 0,0094 1,75

0,5296 0,0105 1,98

0,4438 0,0137 3,09

gereinigt IV 0,4374 0,0095 2,17
0,1993 0,0078 3,92

0,4812 0,0118 245

0,4940 0,0085 1,72

gereinigt IV 0,5107 0,0132 2,41
0.5269 0,0160 3.04.

Auch hier wurden Auspumpversuche im Vakuumexsikkator
Uber Schwefelsdure angestellt. Unter diesen Bedingungen gaben
die mit Ammoniak beladenen Praparate rasch, binnen weniger
Tage anscheinend ihr ganzes Ammoniak ab, sie kehrten nam-
lich auf ihr urspringliches Gewicht zuriick und behielten dieses
bei. Die beiden folgenden Tabellen sollen dieses Verhalten
ziffernmalig veranschaulichen:

In Gewichten (Grammen):

[l [l V. V. VI. VI

Diastasepraparat Diastaise IlI Diasta:se gereinigt IV

Verwendete Menge des
Diastasepraparates 0,9997 0,5062 0,5637 0,5581 0,1993 0,4812 0,4940
Aufgenommene

Ammoniakmenge 0,0180 0,0089 0,0089 0,0114 0,0078 0,0118 0,0085
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In Gewichten (Fortsetzung).

| . ) aAlv
l. ooun V. V1. VII.
Da?] olzaa%r?r%o%qg&ielt Diastase IlI Diastase gereinigt IV
am 1. Tage 0,0076 0,0018 0,0022; 0,0029 0.0010 0.0051 0,001s
/, 2. 0,006 O — 00015 O 0.0'M)s
3 00029 0 — “— 0 00002
SR L, 0 0 0 0 0 0
> D), 0.0008 0 0 . o. 0 0 0
U (TR 00006 0 0 ' O 0 0 0
> 7 0,0001 O 0O .0 0 0 0
Konstantes Gewicht W\

des Praparates am 0,998 0,5062 0,5626;0,5570 0-1988104811 ) 4q3,
Knde des Versuches

In Prozenten:

L h  HL V. V. VI VI

Diastasepraparat Diastase Il Diastase gereinigt IV

A“Erf]rr‘r?m;f(”es 180 176 158 204 392 245 17>

Das Praparat enthielt

noch Ammoniak

am 1 Tage 076 036 039 052 050 106 0.36

yo o> F 046 O — 027 0 — 0,16

3« 02> 0 — — 0 004 —

> 4, > ; 0 0 0 0 0 0

* 5 008 o 0 0 0 0 0

> 6. F 006 0 0 0 0 0 0

T 0.01 0 0 0 0 0 0

Bestimmung der Aciditat.

Wenn hier von einer Aciditat gesprochen wird, so ist
dies eigentlich nicht richtig, weil die mit Ammoniak behandelten
Diastasepréaparate stark alkalisch reagierten, ausgenommen die
ausgepumpten Préaparate, welche auch gegen Lackmus schwach
sauer reagierten. Trotzdem soll auch bei den nicht ausge-



Einwirkung von Ammoniakgas auf Diastase. Il 105

pumpten Praparaten der Ausdruck Aciditiat beibehalten werden
und der ziffernmaRige Ausdruck dafir mit einem Minuszeichen
versehen in die tabellarischen Darstellungen eingetragen werden,
damit die Auspumpversuche mit den anderen Versuchen leicht

vergleichbar in eine Reihe gestellt und daran sich knipfende
Berechnungen bequemer durchgefihrt werden konnen.

In der praktischen Durchfiihrung der Versuche habe ich
mich tunlichst eng an die Versuche mit Chlorwasserstoff an-
gelehnt. um  Resultate vergleichen zu kdnnen. Unter anderem
wurde auch hier der wasserigen LOsung des Praparates, ob-
wohl sie schon alkalisch reagierte, zuerst eine gemessene
Menge (3 ccm) Zehntel-Normal-Barytwasser zugesetzt und erst
dann mit Zehntel-Normal-Salzsdure neutralisiert. Wegen der
Anwesenheit von Ammoniumverbindungen hielt ich Lackmus
fur einen passenderen Indikator als Phenolphthalein und habe
daher das Tupfelverfahren auf empfindlichem Lackmuspapier
angewendet. Daran wurde auch hier gleich die Formoltitrierung
mit Phenolphthalein angeschlossen. Die Resultate sind in der
folgenden Tabelle zusammengestellt. Die 5 letzten Versuche
der Tabelle sind mit den ausgepumpten Praparaten der Aus-

pumpversuche 11, 111, 1V, VI und VII angestellt worden.
Bezeichnung des Verwendete . Normalflussigkeit verbraucht
. g9 Menge des Ammoniak-
Diastase- Diastase- gehalt aur Neu- zur Formol-
Praparates Praparates tralisation titrierung
g g cem ccm
I 1,0130 0,0184 -0,114 0,618
1 1,0232 0,0174 -0,333 0,847
I 0,9923 0,0203 —0,541 0,943
gereinigt IV 0,4438 0,01.37 — 0,287 0,643
gereinigt IV 0.4374 0,0095 — 0,149 0,376
Auspumpversuche:
111 0,5062 0 -0,016 0,221
Il 0,5637 0 0,014 0,159
i 0,5581 0 0,052 + 0,194
gereinigt 1V 0,4812 0 0,033 0,224
gereinigt 1V 0,4940 0 0,082 0,168

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIV. 12
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In der in den friheren Publikationen getibten Weise folgt
nunmehr die prozentische Darstellung dieser Resultate. Ohne
mich weiter darauf einzulassen, ob man berechtigt ist, die mit
verschiedenen Indikatoren gewonnenen Zahlen miteinander zu
vergleichen, ermittle ich die «gefundene Aciditdtsabnahme»,
indem ich von der Aciditit des mit Ammoniak behandelten
Praparates die des urspringlichen Praparates unter Berlck-
sichtigung des vor den Zahlen stehenden Minuszeichens ab-
ziehe, und stelle wieder dieser «gefundenen» die aus dem
Ammoniakgehalte (d. i. Gewichtszunahme) berechnete als «be-
rechnete» Aciditatsabnahme gegentber.

Am- Aciditat Aciditatsabnahme
Diastase- | iok.  des be-  des urspriing-
handelten lichen funden b hnet
) halt gefunden berechne
praparat geha Praparates  Praparates
ccm ccm ccm ccm
H 1,82 — 11,3 35,7 47,0 106,9
1 1,70 —325 35,7 68,2 99,8
I 2,05 — 54,5 35,7 90,2 120,3
gereinigt 1V 3.09 -64,7 32,4 97,1 181,4
gereinigt 1V 2,17 —34,1 32,4 66.5 127,4
Auspump versuche:
Il 0 -9,1 23,6 32,7 0
in 0 2,5 23,6 21,1 0
hi (o] 6,9 23,6 14,3 0
gereinigt 1V 0 16,6 32,4 25,5 0
gereinigt IV 0 9,3 32,4 15,8 0]

Formoltitrierung.

Ich schlieRBe gleich die Resultate der Formoltitrierung in
prozentischer Darstellung an. Die mit Ammoniak behandelten
Praparate enthielten naturgemafd mehr formoltitrierbaren Stick-
stoff als die ursprunglichen Praparate. Ich ziehe den Gehalt
der urspriinglichen Préaparate an formoltitrierbarem Stickstoff
von dem der mit Ammoniak behandelten Praparate ab und
erhalte so die Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs.



Einwirkung von Ammoniakgas auf Diastase, ill. 167

Formoltitrierbarer Stickstoff

. . bei mit Ammoniak pej .
Diastasepréparat behandelten bei urspriinglichen

Préparaten Praparaten Zunahme

ofs ooV >

i 0,85 0,16 0,69

il 1,16 0,16 ; 1,00

i 1,33 0,16 1,17
gereinigt IV 2,25 0,18 2,07
gereinigt 1V 1,20 0,18 1.02

Auspumpversuche:

i 0,61 0,20 0,41

Il 0,40 . 0.20 / 0,20

1 0,49 0,20 0,29
gereinigt 1V 0,65 0,18 0,47
gereinigt IV 0,45 0,18 0.27

Die Diskussion der bisherigen Resultate der Ammoniak-
behandlung mochte ich wieder mit dem Aufwerfen der Frage
einleiten, ob das aufgenommene Ammoniak chemisch gebunden
oder durch physikalische Krafte festgehalten worden ist. Uber-
legt man nun, auf welche Weise Ammoniak durch die Dia-
stasepraparate chemisch gebunden werden kann,, dann ergibt
sich als diejenige Verbindungsform, welche am leichtesten tber-
blickt werden kann,

1. die Verbindung von Ammoniak mit sauren Atomgruppen
zu Ammoniumsalz. Wenn wir der Einfachheit halber alle sauren
Atomgruppen als Carboxylgruppen betrachten, so ergibt sich leicht
ein MaR fir die Menge der Carboxylgruppen. Es ist dies nicht
allein die Aciditat der urspriinglichen Praparate, sondern es sind
auch jene Carboxylgruppen mit in Rechnung zu ziehen, welche
in den ursprunglichen Praparaten durch Aminogruppen bedeckt
sind, und die erst mit Lauge titriert werden konnen, wenn diese
Aminogruppen durch Verbindung mit Formaldehyd festgelegt
worden sind. Mit anderen Worten ein Mal} fir die Menge der
Carboxylgruppen 1alt sich aus der Aciditat der urspriinglichen
Préparate zusammen mit ihrem formoltitrierbarén Stickstoffe

12~
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berechnen. Die Mengen Ammoniak, welche derart durch die

verwendeten Diastasepraparate im &aufersten Falle zu Ammo-
niumsalzen gebunden werden konnen, ergeben sich aus fol-

gender Berechnung:

Diastasepraparat: 1 . . gereinigt IV
°l0 °lo °lo
Ammoniak entsprechend der Aciditat _ _ _ _ 0,61 0,40 0,55
dem formoltitrierbaren Stickstoffe . 019 024 0,22
Ammoniak zu Ammoniumsalzen gebunden . 0,80 0.64 0,77

Die sauren Gruppen, welche der Aciditat zugrunde liegen,
bedingen, nach ihrem Verhalten gegen Indikatoren zu urteilen,
nur schwach saure Eigenschaften, ebenso zeigen naturgemaf
die dem formoltitrierbaren Stickstoffe entsprechenden Carboxyl-
gruppen nur das Verhalten von recht schwachen Sauren. Beide
werden daher mit der schwachen Base Ammoniak nur wenig
bestandige Verbindungen bilden, und es kann daher nicht
wundernehmen, wenn diese Verbindungen durch das Aus-
pumpen wieder gelost werden und wenn beim Auspumpen
auch das Ammoniak der Ammoniumverbindungen von den
Praparaten wieder abgegeben wird.

Ich zweifle aber nicht, daR alle saiiren Gruppen mit
Ammoniak zu Ammoniumverbindungen in jenen Stadien der
Versuche verbunden waren, in welchen ein groRer Uberschuf
von Ammoniak vorhanden war, z. B. dann, wenn die Praparate
sich in der Ammoniakatmosphére befinden, und vermute auch,
daB dies in den nicht ausgepumpten Praparaten nach der Luft-
uberleitung der Fall ist, weil diese Praparate auch dann noch
einen nicht unbetrachtlichen UberschuR von Ammoniak ent-
halten. Nimmt man nun an, dafl das Ammoniak keine andere
chemische Verbindung mit dem Praparate eingegangen ist,
so wurde dieser UberschuB die Menge des physikalisch adsor-
bierten Ammoniaks bedeuten. Hat aber das Ammoniak solche
andere Verbindungen gebildet, dann wirde dieser Uberschu
fur die gegebenen Verhéltnisse Maximalwerte fir physikalisch
adsorbiertes Ammoniak angeben. Um ein Bild von dem Grade
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der moglicherweise vorhandenen Adsorption zu geben, will ich
diese Uberschiisse bei den nicht ausgepumpten Préaparaten

berechnen:

Diastase- Ammoniak- Zu Ammoniumsalz Ammoniak-
) gehalt gebundenes Ammoniak UberschuR
préaparat
B % °/O */o
I 1,82 0,80 1,02
I 1,70 0,80 0,90
1 2,05 0,80 1,25
gereinigt 1V 3,09 0,77 2,32
gereinigt IV 2,17 0,77 1,40

Fasse ich nun die Mdoglichkeit anderer Verbindungsformen
ins Auge, welche das Ammoniak mit den Diastasepraparaten
eingehen kann, so will ich insbesondere drei weitere solche
naher in Betracht ziehen:

2. die Bildung von S&ureamid aus dem Ammoniumsalz,

3. die Bindung von Ammoniak an Aldehydgruppen,

4. den Ersatz einer alkoholischen Hydroxylgruppe durch
die Aminogruppe.

An die erste Mdglichkeit wird insbesondere dann zu denken
sein, wenn die Ammoniumverbindungen durch langere Zeittrocken
aufbewahrt werden, wie dies bei den Auspumpveérsuchen ge-
schehen ist.

Die zweite Mdoglichkeit wirde natlrlich die Anwesenheit
von Aldehydgruppen in den Diastasepraparaten voraussetzen,
die meines Wissens bisher noch nicht bewiesen worden ist.
An den Ersatz einer alkoholischen Hydroxylgruppe durch die
Aminogruppe unter den gegebenen Versuchsbedingungen zu
denken, mag absurd erscheinen; doch sei es verstattet, auch
mit dieser hochst unwahrscheinlichen Méglichkeit zu rechnen.

Es mu natirlich auch die Mdglichkeit noch weiterer
Bindungsformen des Ammoniaks zugegeben werden, doch fehit
mir vorlaufig fur deren Diskussion jeglicher Anhaltspunkt.

Wenn nun die Ergebnisse der Untersuchung auf die ge-
nannten Maoglichkeiten hin diskutiert werden sollen, so dirfen
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zwel weitere Maoglichkeiten, welche keine Aufnahme von Am-
moniak bedeuten, nicht aul’er acht gelassen werden u. zw.

5. die Hydrolyse und

6. die Anhydridbildung.

Ich will nur die genannten Madoglichkeiten in Betracht
ziehen und erértern, wie diese Reaktionen im Gewichte der
davon betroffenen Substanz, in der Aciditdt und im Gehalte
an formoltitrierbarem Stickstoff zum Ausdrucke kommen, und
will dabei zunachst nur die Verhaltnisse der Auspumpversuche
ins Auge fassen.

1. Die Bindung von Ammoniak zu Ammoniumsalz,

COOH + NH, =*COONH:

welche allerdings bei den ausgepumpten Praparaten nach dem
friher Erwéhnten kaum in nennenswertem Grade zu erwarten
ist, geht naturgemal mit einer Gewichtszunahme der Substanz
einher, deren GroRe der Menge des gebundenen Ammoniaks
entspricht. Da weiters die Carboxylgruppe neutralisiert wurde,
so nimmt die Aciditdt ab und zwar wieder der Menge des
aufgenommenen Ammoniaks entsprechend. Endlich ist es be-
kannt und ich habe mich auch noch durch spezielle VVersuche
davon Uberzeugt, daR der Stickstoff von Ammoniumsalzen bei
der Formoltitrierung quantitativ als formojtitrierbarer Stickstoff
erscheint. Die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs wird
also zunehmen und zwar wieder entsprechend dem zu Ammo-
niumsalz gebundenen Ammoniak. Da alle drei Veréanderungen,
namlich Gewichtszunahme, Aciditatsabnahme und Zunahme an
formoltitrierbarem Stickstoff, ihrer GroRe nach dem zu Am-
moniumsalz gebundenen Ammoniak entsprechen, darf ich sie
wohl als &quivalent bezeichnen.

2. Bei der Bildung von Sdureamid aus Ammoniumsalz,
bezw. aus Saure und Ammoniak

(JSOOH -f\H, = &OONE4 =H.0 &ONH,

wird Ammoniak aufgenommen und dafir die &quivalente Menge
Wasser abgegeben. Da die Molekulargewichte von Ammoniak
und Wasser nahezu gleich sind (17,034 — 18,016 = —0,982)
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so wird an der Substanz nur eine geringe Gewichtsabnahme
zu beobachten sein, die im praktischen Versuche unter Um*
standen gar nicht zum Ausdrucke kommt. Bei dieser Reaktion
wird ferner die Carboxylgruppe zerstért und an ihre Stelle
die Saureamidgruppe gesetzt, welche im alkalimétrischen Ver-
suche nicht zur Reaktion kommt. Dementsprechend wird die
Aciditat abnehmen. Weil die S&ureamidgruppe im alkalime-
trischen Versuche nicht zum Ausdrucke kommt; so bt sie
auch auf die Formoltitrierung keinen EinfluR aus.

Nun ware es aber denkbar, daB, wenn die Bestimmung der
Aciditat und die Formoltitrierung vorgenommen wird, beim Zu-
sammenbringen der Substanz mitWasserVerseifungeintritt, indem
das S&ureamid unter Aufnahme von Wasser in Ammoniumsalz
uragewandelt wird. Nimmt man nun den Grenzfall, ndmlich die
vollstandige Verseifung an, dann wirde diese an sich keine
Veranderung der Aciditat bedingen, das heil3t gegentber der
urspringlichen Substanz wirde dieselbe Abnahme der Aciditét
zu konstatieren sein, wie wenn keine Verseifung stattgefunden
hatte. Entsprechend der entstandenen Ammoniumgruppe aber
wird die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs zunehmen.
Abnahme der Aciditdt und Zunahme an formoltitrierbareni
Stickstoff missen einander &quivalent sein. Bei der Bildung
von Saureamid sind daher die beiden &uRersten Falle folgende:

a) ohne Verseifung: Keine nennenswerte Gewichtsverr
anderung, Abnahme der Aciditat, keine Verédnderung des formol-
titrierbaren Stickstoffs;

b) vollstandige Verseifung: Keine nennenswerte Gewichts-
veranderung, Abnahme der Aciditat und eine dieser dquivalente
.Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs.

Findet nun eine partielle Verseifung statt, dann werden
die Resultate zwischen denen der beiden genannten Grenzfalle
liegen, der formoltitrierbare Stickstoff wird also eine Zunahme
erfahren, deren GroRe zwischen Null und der der Aciditats-
zunahme aquivalenten GroRe liegt.

Um einen orientierenden Uberblick dartiber zu gewinnen,
ob unter den Bedingungen, welche bei den Versuchen mit
Diastase eingehalten wurden, im allgemeinen mit einer Ver-
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seifung von Saureamiden zu rechnen ist, habe ich mit einigen
Séureamiden die Probe gemacht.

Das im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknete
Saureamid (ca. 0,5 g) wurde in 20 ccm Wasser gebracht und
nach einer Stunde wie die Diastasepraparate titriert (Uberschuf
von Barytwasser, Zurtcktitrieren mit Salzsaure) zunéchst ohne
Formalin, darauf nochmals nach Zusatz von Formalin. In dem
Versuch mit Asparagin war ein Teil der eingewogenen Sub-
stanzmenge in den verwendeten 20 ccm Wasser nicht geldst
worden, weshalb die Titrationsresultate zu klein ausgefallen
sind. Es ware gewill leicht gewesen, diesen Fehler zu ver-
meiden. Ich behielt ihn aber bei, um die Versuchsbedingungen,

auf welche es hier hauptsachlich ankam, auch in Kleinigkeiten
nicht zu andern.

Die Resultate dieser Versuche waren folgende:

Normallauge verbraucht

Verwendete I - |

zur Neutrali- zur Formol-

Substanzmenge " cafion” titrierung
g ccm ccm
Acetamid . . . o . . . . 0,2218 — 0,006 0,029
Oxamid . . v o v v 0 0 0,1982 0,011 0,269
Benzamid . . . . . . .. 0,2159 — 0,067 0,059
Uxaminsdureéthylester . . 0,3015 2,156 0,118
Asparagin............. . . . 0,2788 0,012 1,556

In prozentischer Berechnung:

Aciditat in cem Formoltitrierbarer Stickstoff

Normallauge berechnet fir voll-
fiir 1000 S ll;gt nz 9efunden standige Verseifung
- g substanz des Sdurcamids

cem °lo AV
Acetamid................. -2,7 0,19 23,73
Oxamid........ccceuenneen. 71 1.91 23,34
Benzamid . . . . . . - 31,0 0,87 11,57
Uxaminsaureéthylester 806,6 0,51 11,97

Asparagin - - - - - . 4,3 7,82 21,22
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Die Zahlen fur die Aciditat sind an sich fur die aufge-
worfene Frage belanglos. Sie wurden hier nur angefihrt, um
zu zeigen, dall die Saureamidgruppe im alkalimetrischen Ver-
suche nicht zum Ausdrucke kommt; denn ware dem so. dann
miRten bei der angewendeten Art der Berechnung Zahlen um
—1000 erscheinen.

Eine so hohe Zahl, jedoch mit positivem Vorzeichen
lindet sich beim Oxaminsdureathylester. Sie beweist, dal} eine
weitgehende Verseifung des Esters stattgefunden hat, die voll-
standige Verseifung des Esters wirde 854,2 ccm Normallauge
fur 100 g Substanz verlangen.

Die 0,54°/o «formoltitrierbarer Stickstoff*, welche beim
Oxaminsaureathylester gefunden worden sind, konnen daher
nicht, oder wenigstens nicht zur Génze auf eine Verseifung
des Sdureamids bezogen werden; denn die Verseifung des
Esters ist zweifellos wahrend der Titrieroperationen weiter
fortgeschritten und die 0,54°/0 «formoltitrierbarer Stickstoff
entsprechend 38,7 ccm Normallauge fir 100 g Substanz, liegen
noch unter jenem Werte, welcher bis zur vollstandigen Ver-
seifung des Esters (854,2—806,6 = 47,6 ccm) fehlt.

Auch die hohe Zahl fur formoltitrierbaren Stickstoff beim
Asparagin findet eine andere Erklarung; denn das Asparagin
enthdlt auRer der Saureamidgruppe noch eine Aminogruppe
und eine Carboxylgruppe, sie ist daher noch eine Aminosaure,
und es mul} bei der Formoltitrierung diese Aminogruppe, bezw.
Carboxylgruppe zum Ausdruck kommen. Dieser Carboxylgruppe
wirden 10,61°/0 formoltitrierbarer Stickstoff entsprechen. Dal}
die gefundene Zahl fir formoltitrierbaren Stickstoff (7,82°/«)
noch niedriger liegt, ruhrt offenbar nur davon her, dal} nicht
das ganze Asparagin gelost war, und gestattet keinen Schluf3
auf eine Verseifung der S&ureamidgruppe. *\V

Sieht man von diesen beiden Zahlen ab, dann bleibt
nur noch eine nennenswerte Zahl fir formoltitrierbaren Stick-
stoff, namlich die Zahl beim Oxamidy welche Ubrigens auch
nur eine Verseifung von 8°/o des verwendeten Amides anzeigt.

Es soll keineswegs geleugnet werden, dal} es Sdureamide
gibt, welche unter den eingehaUenen Versuchsbedingungen
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vollstandig oder wenigstens zum allergrofiten Teile verseift
werden (z. B. Carbaminsdure), im allgemeinen wird man aber
nach dem Ergebnisse der beschriebenen Versuche eine solche to-
tale Verseifung nichtals wahrscheinlichsten Fall hinstellen kbnnen.

3. Bei der Bindung von Ammoniak an eine Aldehyd-
gruppe ergibt sich folgendes Bild:

ioH -j- nhs = IN/* = diH = NH -j-H.0O.
Nnoh

Das Gewicht nimmt also zu um die Menge des aufge-
nommenen Ammoniaks, es wird aber vermindert um die Menge
des abgegebenen Wassers; demnach wieder keine nennenswerte
Gewichtsveranderung. Aber auch die Aciditat und der formol-
titrierbare Stickstoff wird nicht veréandert; denn dall die Gruppe

| /NH, I
CH' bezw. GH= NH
mOH

weder im acidimetrischen Versuch, noch bei der Formoltitrierung
Saure bindet, geht wohl am einfachsten aus der Tatsache
hervor, daB der Stickstoff der Ammoniumsalze «formoltitrierbar»
ist. Die Bindung von Formaldehyd an Ammoniumsalze verlauft
nach der Gleichung:
NH,Cl + HCOH = HCh/

" 4+ HO = HCH = NH + H.0 + HCl
und die freigewordene Saure (HCI) ist dasjenige, was bei der
Formoltitrierung titriert wird. Sie konnte aber nicht titriert
werden, wenn sie nicht frei gewprden ware, und sie konnte
nicht frei werden, wenn die genannten Gruppen Saure binden
widrden.

4. Der angenommene Ersatz einer alkoholischen Hydroxyl-
gruppe durch eine Aminogruppe ware im Sinne der folgenden
Gleichung vorzustellen:

R — OH -j- NH, = R — NHj + H#0.

Sie wurde zur Bildung eines Amins fuhren, welches als
basische Substanz S&ure binden kann. Die Bildung dieses
Amins wird demnach eine Verminderung der Aciditat und eine
aquivalente Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs verur-
sachen. Eine nennenswerte Gewichtsveranderung wird auch
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hier, weil die dem aufgenommenen Ammoniak &quivalente
Wassermenge abgegeben wird, nicht zu beobachten sein.
5. Bei der Hydrolyse

v I |
CONH + HtO = COOH -f- NH,
oder richtiger:

11 P
CONH-f HtO « COONH3

ergibt sich eine Gewichtszunahme um das aufgenommene
Wasser, keine Aciditatsverdnderung, weil aus einer alkalime-
trisch nicht reagierenden Gruppe ein neutral reagierendes Salz
entstanden ist, und eine de¢ entstandenen Aminogruppe, bezw.
Carboxylgruppe entsprechende Zunahme des formoltitrierbaren
Stickstoffs. Die Zunahme des Gewichtes und. des formol-
titrierbaren Stickstoffs missen auch hier einander &quiva-
lent sein.

6. Bei der Anhydridbildung endlich

éOOH + I\llH, = éOlllH + H,0

oder richtiger

| ] ! '

COONH, =s CONH -f* H,0
ergibt sich genau das Umgekehrte: keine Aciditatsverdnderung,
Abnahme des Gewichtes und des formoltitrierbaren Stickstoffs
in genau aquivalentem Verhaltnis.

Der besseren Ubersicht halber werden die Resultate dieser

Uberlegungen in eine Tabelle zusammengestellt, in welcher Zu-

nahme mit +, Abnahme mit — und Konstanz, bezw. an-
nahernde Konstanz mit O versinnlicht ist, doch so, daf} -f-
und — bei ein und derselben Reaktion immer &quivalente
Veranderungen bedeuten.

Sollen nun die Resultate der Auspumpversuche auf dieses
Schema hin gepruft werden, dann sei zundchst nochmals darauf
verwiesen, dald bei den Auspumpversuchen, wie friher gezeigt
worden ist, weder mit absorbierten Ammoniak, noch mit Am-
moniumverbindungen zu rechnen ist, dal} ferner etwa gebildetes
Wasser jedenfalls aus den Praparaten entfernt worden ist und
daR endlich diese Versuche Bedingungen bieten, unter welchen
die Bildung von Saureamid stattfinden kann.
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Formoltitrier-
barer Stickstoff

Gewicht  Aciditat

1. Bildung von Ammoniumsalz . -+ — 4-
2. Bildung von S&ureamid
a) ohne Verseifung - - - . 0 — 0
b) vollstdndige Verseifung . 0 — -+

8. Bindung von Ammoniak an Al-

4. Ersatz einer alkoholischen Hy-
droxylgruppe durch eine Amino-
gruppe . . . . . . . . ... 0] 4*

5. Hydrolyse. . - .. . - ... -+ 0 -+

8. Anhydridbildung..........ccccoeuennne. —

Vergleicht man nun die ausgepumpten Ammoniak-Diastase-
praparate mit den entsprechenden urspringlichen Diéstase-
praparaten, so ergibt sich

a) keine nennenswerte Gewichtsveranderung; die Pra-
parate zeigten nach dem Auspumpen ndherungsweise dasselbe
Gewicht wie vor der Ammoniakbehandlung (siehe Gewichts-
tabelle unter «Behandlung mit Ammoniakgas»)

b) eine Abnahne der Aciditat,

c) eine Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs.

d) Ich berechne in der folgenden Zusammenstellung die
der prozentuellen Aciditatszunahme aquivalente Stickstoffmenge
(1000 ccm Normalflissigkeit = 1 Grammatom Stickstoff) und
stelle diesen Zahlen die prozentuelle Zunahme des formol-
titrierbaren Stickstoffs gegentiber.

Diastase- Aciditats- Der Aciditatsabnahme Zunahme des formol-
) abnahme &quivalente Stickstoffmenge titrierbaren Stickstoffs
praparat
ccm */‘ \ ' */.
1 82,7 0,45 0,41
1 21,1 0,29 0ono
1H 14,3 0,20 0,29
gereinigt IV " 255 0,36 0,47

gereinigt IV 15.8 0,22 0,27
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Vergleicht man die beiden letzten Zahlenkolonnen mit-
einander und bedenkt man, dafl die Werte an sich kléin sind
und daRR die unvermeidlichen Versuchsfehler, welche bei der
Bestimmung der Aciditat gemacht werden, bei der Aufstellung
eines Verhéltnisses zwischen Aciditdt und der daran sich
schlieBenden Formoltitrierung in doppelter GroRBe zum Aus-
drucke kommen, so wird man finden, dal3 die beiden Kolonnen
befriedigend Ubereinstimmen. Die Aciditatsabnahme kann daher
der Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff &quivalent ge-
nannt werden.

Da diese Veranderungen auf einen chemischen Prozel3
hinweisen, bei welchem Ammoniak aufgenommen und die aqui-
valente Menge Wasser abgegeben wird, so ertbrigt nur noch
zu zeigen, daB fur die in den Versuchen obwaltenden Mengen-
verhaltnisse die Gewichtsabnahme wirklich nur minimal sein kann.
Berechnet man aus der Aciditatszunahme oder aus dem Zu-
wachs an formoltitrierbarem Stickstoff, welche beiden Grolien
den Umfang des chemischen Prozesses ausdriicken, die der
Differenz NHS — H20 entsprechende Grole, so ist diese fir
den hochsten Fall prozentisch ausgedrickt — 0,032°/0 und
auf die verwendete Substanzmenge berechnet 0,0002 g, eine
GroRe, die sicher in den Bereich der unvermeidlichen Ver-
suchsfehler féllt.

Nach der in dem Schema gebrauchten Ausdrucksweise
kann daher der chemische ProzeR, welcher in den Auspump-
versuchen stattgefunden hat, folgendermafen ausgedruckt werden

Gewicht Aciditat Formoltitrierbarer
Stickstoff
0 L—l

Dieses Bild stimmt mit den Bildern zweier Prozesse der
friher aufgestellten Tabelle Uberein, ndmlich dem Prozel3 2b,

Bildung von Saureamid mit vollstdndiger Verseifung bei dessen
Zusammenbringen mit Wasser, und dem ProzeR 4, Ersatz
einer alkoholischen Hydroxylgruppe durch eine Aminogruppe.

Der erste ProzeR (S&ureamidbildung mit vollstandiger
Verseifung) hat, wie friher an Beispielen gezeigt worden ist,
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nicht viel Wahrscheinlichkeit fir sich. Die Annahme des
zweiten Prozesses (Ersatz der alkoholischen Hydroxylgruppe
durch eine Aminogruppe) schien von vornherein absurd.
Jedenfalls aber liegt ein Prozel3 vor, welcher schlie3lich das-
selbe Bild liefert, wie die genannten beiden Prozesse, und
diesen ProzeRR will ich mir vorlaufig, bis eine passendere An-
nahme gefunden ist, als den Ersatz einer Hydroxylgruppe
durch eine Aminogruppe vorstellen.

Da taucht zunéchst die Frage auf, ob nicht dasselbe
Bild durch eine Kombination zweier oder mehrerer Prozesse
vorgetauscht werden kann. Ein Blick auf die entworfene
schematische Zusammenstellung lehrt, dal man, soweit man
sich auf die in das Schema einbezogenen chemischen Prozesse
beschrankt, die anderen Prozesse kombinieren kann, wie man
will, und nie auf das Bild 0,—, -f- kommt, wobei nochmals
betont sei, das + und — bei demselben Prozesse immer
aquivalente Veranderungen bedeuten.

Eine zweite Frage ware die, ob das Ammoniak neben
der Reaktion, welche es mit der alkoholischen Hydroxylgruppe
eingegangen zu sein scheint, nicht noch mit einer anderen
Atomgruppe reagiert haben kann, ohne dal das Bild der ersten
Reaktion beeinflult wird. Diese Frage mul} ohne weiteres be-
jaht werden. Der Prozel? 3, Bindung von Ammoniak an Al-
dehyd, verandert weder Gewicht, noch Aciditat, noch formol-
titrierbaren Stickstoff, er kann daher ganz gut stattgefunden
haben, ohne dal aus den bei den Auspumpversuchen ge-
fundenen Zahlen sich ein Anhaltspunkt daftir ergabe.

Das Gleiche wiirde gelten von dem hoéchst unwahrschein-
lichen Falle einer Kombination der Prozesse 5 und 6 in der
Weise, dall Hydrolyse und Anhydridbildung genau in demselben
Grade stattgefunden hatten.

Es weist daher das Bild 0, —, + auf einen einzigen
Prozely hin, far welchen ich vorldufig, wie gesagt, die Vor-
stellung akzeptieren will, er bedeute den Ersatz einer alkoho-
lischen Hydroxylgruppe durch eine Aminogruppe.

Waren schon bei den Auspumpversuchen die Verhaltnisse
nicht ganz leicht zu Uberblicken, so liegen sie noch viel kom-
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purierter bei den ubrigen Versuchen, bei welchen der Uber-
schuld des Ammoniaks gewissermalien nur durch einen trockenen
Luftstrom abgeblasen wurde.

Die Komplikationen, welche bei diesen Versuchen hinzu-
treten, bestehen vor allem darin, dafRl bei diesen Versuchen
Bindungsformen des Ammoniaks zu bericksichtigen sind, welche
bei den Auspumpversuchen ganz oder fast ganz ausgeschlossen
werden konnten, das sind insbesondere die Bildung von Am-
moniumsalz und die physikalische Adsorption von Ammoniak.
Wie die physikalische Adsorption von Ammoniak in das ent-
worfene Schema einzufiigen ware, ist durch eine kurze Uber-
legung leicht festzustellen, sie wirde genau dasselbe Bild,
ndmlich +, —, -f* liefern wie das zu Ammoniumsalz ge-
bundene Ammoniak und kann daher in einer Rubrik mit diesem
abgehandelt werden.

Eine zweite, noch schwerer zu Uberblickende Komplika-
tion liegt darin, dal3 bei einigen der Prozesse, welche in das
Schema aufgenommen worden sind, Wasser gebildet wird.
Dieses Wasser kann dem Préaparate durch den trockenen Luft-,
bezw. Gasstrom ganz, zum groReren oder geringeren Teile,
vielleicht auch garnicht enttragen worden sein. Der letzte Fall,
ndmlich dal} das ganze Wasser, welches gebildet worden ist,
in dem Praparate zurtckbleibt, ist zwar unwahrscheinlich. Ich
will ihn aber doch den folgenden Betrachtungen zugrunde-
legen, weil er den Grenzfall bildet und daher die Gewichts-
zunahmen, welche er mit sich bringen wirde, Maximalzahlen
sind. Unter dieser VVoraussetzung wirde das Schema, welches
fur die Verhaltnisse der Auspumpversuche aufgestellt worden
ist, fur die Ubrigen Versuche die folgende Gestalt annehmen.

Bei dem Prozesse 5, Hydrolyse, wurde die Gewichtsver-
anderung mit O eingesetzt, weil das Wasser, welches zu einer
eventuellen Hydrolyse gebraucht wird, nur von einem anderen
Prozesse stammen konnte, und daher keine Gewichtsverande-
rung des Gesamtparparates bedingen wiurde.

Auch hier sei ausdricklich darauf verwiesen, das -}- und
— bei demselben Prozesse nur GroRen bedeuten konnen, die
einander &aquivalent sind.
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: V VT l ’ VI . T - .
Gewicht  Aciditat Formolt_ltrler-
barer Stickstoff

1. Bildung von Ammoniumsalz,
sowie physikalische Adsorption

von Ammoniak . . . . ., . I+ 4
2. Bildung von Sé&ureamid
a) ohne Verseifung - - - - — 0
b) vollstandige Verseifung . + _ +
Bindung von Ammoniak an Al-
dehyd ... - .. ___.. : 0 0

4. Ersatz einer alkoholischen Hy-
droxylgruppe durch eine Amino-

gruppe . - - -2 - - - - Lo + +
6 Hydrolyse . - . _ . _ .. .. 0 0 4-
d. Anhydridbildung . . . . . . . 0 0

In den Versuchen ohne Auspumpen findet sich nun eine
Gewichtszunahme, eine Aciditatsabnahme und eins Zunahme
des formoltitrierbaren Stickstoffs und es ist nunmehr zu unter-
suchen, inwieweit diese Veréanderungen einander aquivalent sind.
Zu diesem Zwecke berechne ich aus den prozentischen Werten
die der Gewichtezunahme (als Ammoniak betrachtet) und der
Aciditateabnahme aquivalenten Stickstoffmengenundstelle diesen
Werten den Zuwachs an formoltitrierbarem Stickstoff gegentber.

t 2 3 4 5 6
_ der Gewichts- der Aciditéts-

Diastasc- Cewichts-  zunahme  Aciditats-  abnahme Zu?ahmel
aquivalente aquivalente &N TOrmMO™-
praparat  Zunahme  Stickstoff-  abnahme Stickstoff- titrierbarem
menge menge Stickstoff

> ccm > =

i 1,82 1,50 47,0 0,66 0,69

I 1,70 1,40 68,2 0,96 1,00

u 2,05 1,69 90,2 1,26 1,17

gereinigt 1V 3,09 2,54 97,1 1,36 2,07

gereinigt IV 2,17 1,78 66,5 0,93 1,02
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Vergleicht man die Kolonen 5 und 6 miteinander, so zeigen
die bezliglichen Werte, ausgenommen die des vierten Versuches,
in Anbetracht der obwaltenden Umstédnde befriedigende Uber-
einstimmung. Das heifst: Aciditdtsabnahme und Zunahme an
formoltitrierbarem Stickstoff sind bis auf eine Ausnahme ein-
ander &quivalent. Dagegen sind die Werte der Kolonne 3 durch-
wegs hoher als die Kolonnen 5 und 6, die Gewichtszunahme
ist demnach gréier, als dem &quivalenten Verhaltnisse entspricht.

In der Ausdrucksweise des Schemas wirden die in den
Versuchen beobachteten Veranderungen folgendes Bild liefern.

Formoltitrierbarer
> Stickstoff

Uewichi Aciditat
groRer als -f- ; — I L e et

Dieses Bild ist zweifellos das Resultat einer Kombination
mehrerer Prozesse. Darin stecken:

a) die Bildung von Ammoniumsalz,

b) die physikalische Adsorption von Ammoniak,

c) derjenige chemische ProzeR, den ich mir als Ersatz
einer alkoholischen Hydroxylgruppe vorgestellt habe.

Jedem einzelnen dieser Prozesse und demnach auch einer
Summe der drei Prozesse kommt das Bild

cofe ) —_ '

zu, auch fir den Fall, daB meine Vorstellung von dem mit ¢
bezeichneten Prozesse nicht richtig ist und dieser Prozel? etwa
die Bildung von Saureamid mit nachfolgender totaler Verseifung
oder ein anderer Prozel3 ware.

Die in den Versuchen beobachtete Gewichtszunahme ist
aber groRer, als dem Bilde -f- — -)- entspricht, und dieses
Superplus ist um so auffallender, als die Wassermengen, welche
durch den trockenen Gasstrom den Praparaten entfuhrt worden
sein konnten, bei der Aufstellung des Schemas vernachlassigt
wurden, und die Gewichtswerte in dem Schema an sich schon
Maximalwerte bedeuten”

Das beobachtete Superplus der Gewichtszunahme weist
daher darauf hin, dall das Ammoniak noch

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXIV. 13
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d) einen weiteren Proze3 bewirkt habe, welcher von den
ubrigen Prozessen losgeltst in den vorliegenden Versuchen
das Bild

- 0 0
in den Auspumpversuchen aber das Bild
0 0, .0

hervorrufen wirde. Diesen Prozel? muf3 ich mir nach dem Vor-
liegenden vorldufig als die Bindung von Ammoniak an Aldehyd-
gruppen vorstellen.

Schale ich nun die Resultate dieser Uberlegungen von den
willkurlichen Annahmen und Vorstellungen los, so kann ich als Er-
gebnisse der bisherigen Untersuchung folgende hinstellen:

1. Bei der Einwirkung von Ammoniak auf Diastasepra-
parate gehen aufler den sozusagen als selbstverstandlich vor-
auszusetzenden Prozessen, wie Bildung von Ammoniumsalz und
physikalische Adsorption von Ammoniak, noch zwei andere
Prozesse vor sich.

2. Diese zwei anderen Prozesse sind beide mit der Ab-
spaltung von einer der aufgenommenen Ammoniakmenge aqui-
valenten Menge Wassers oder, ganz korrekt ausgedriickt, eines
Stoffes, welcher anndhernd dasselbe Molekulargewicht wie
Wasser besitzt, verbunden.

3. Bei dem einen der beiden Prozesse bildet sich eine
Atomgruppe, welche die Eigenschaft, einerseits S&aure, ander-
seits Formaldehyd zu binden, besitzt, bezw. beim Zusammen-
bringen der Praparate mit Wasser erwirbt, demnach sowohl
im alkalimetrischen Versuche, als auch bei der Formoltitrierung
zum Ausdruck kommit.

4. Die Atomgruppe, welche durch den anderen Prozel
gebildet wird, besitzt diese Eigenschaften nicht, sie beeinfluft
daher weder die Aciditat, noch die Formoltitrierung.

Endlich kann wohl noch folgender Satz als sicher hinge-
stellt werden:

5. Wenn die Diastasepraparate Aldehydgruppen enthalten,
so werden diese bei der Behandlung der Praparate mit Am-
moniak an Ammoniak gebunden werden.

Wenn ich mir nun unter dem einen der beiden fraglichen
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Prozesse den Ersatz einer alkoholischen Hydroxylgruppe durch
eine Aminogruppe, unter dem anderen die Bindung von Am-
moniak an Aldehyd vorstelle, so habe ich natirlich auch andere
Umstande in Erwagung zu ziehen, welche fir oder gegen diese
Annahme sprechen, unter diesen wohl zundchst jene, welche
fur oder gegen die Anwesenheit von Aldehydgruppen in den
verarbeiteten Diastasepraparaten sprechen.

Was die urspriinglichen Handelspraperate «Diastase Il und
11> betrifft, welche Zucker enthalten, so kann bei diesen Uber
die Anwesenheitvon Aldehydgruppen wohl kein Zwéifel bestehen,
und es waren die angenommenen Aldehydgruppen wenigstens
zum Teil nur die des beigemengten Zuckers.

Nun enthalten aber die reduzierenden Zucker nach be-
grindeter und ziemlich allgemein akzeptierter VVorstellung eigent-
lich gar keine freie Aldehydgruppe, sondern die Aldehydgruppe
des Zuckers ist mit einer alkoholischen Hydroxylgruppe in Enol-
bindung verbunden. Wenn nun Ammoniak auf einfc derartig fest-
gelegte Aldehydgruppe einwirken soll, so kanndie Moglichkeit, dal
es auch die enolgebundene alkoholische Hydroxylgruppe irgend-
wie beeinflussen kann, nicht von vornherein von der Hand
gewiesen werden, und damit rickt die Vorstellung von dem Er-
sdtze einer alkoholischen Hydroxylgruppe durch eine Amino-
gruppe bei der Einwirkung von trokenem Ammoniakgas aus
dem Bereiche der Absurditat doch einigermalRen in den Bereich
der Mdglichkeit.

Beim Kochen mit Fehlingscher Flissigkeit wirkt die Al-
dehydgruppe der reduzierenden Zucker reduzierend, vielleicht
deshalb, weil unter solchen Bedingungen zunachst die Aldehyd-
gruppe aus der Enolbildung in Freiheit gesetzt wird. Es ware
aber auch die Vorstellung denkbar, dal es in andern Stoffen
enolgebundene Aldehydgruppen gibt, deren Enolbindung durch
Kochen mit Fehlingscher Ldsung nicht gesprengt wird, welche
daher Fehlingsche Ldsung nicht reduziert, aber trotzdem durch
trockenes Ammoniakgas angegriffen werden kénnen, und damit
wurde diese Vorstellung auch auf die Resultate jeher Versuche
passen, welche mit den nachgewissermafRen zuckerfreien «ge-
reinigten» Diastaseprdparaten angestellt worden sind.

13«
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Diese Vorstellungen konnten vielleicht bis zu einem ge-
wissen Grade an Stoffen von bekannter Konstitution auf ihre
Richtigkeit geprift werden. Ich glaube auch diesbeziglich schon
einige Anhaltspunkte gewonnen zu haben, mufl} aber die Be-
arbeitung dieser Frage auf spatere Zeit verschieben, weil sich
inzwischen anscheinend dringendere Fragen aufgeworfen haben.

Bestimmung des Amidstickstoffes.

Da Ammoniak, bezw. Ammoniumverbindungen unter der
Einwirkung von salpetriger Saure ihren Stickstoff nur langsam ab-
geben und daher die Gegenwartdieser Verbindungen nicht be-
stimmbare Versuchsfehler bedingt, wurden diese Verbindungen
vorher entfernt. Die mit Ammoniakgas behandelten Praparate
wurden mit Wasser und etwas mehr als der berechneten Menge
Magnesiumoxyd angerthrt und blieben so drei Tage lang im
Vakuum Uber Schwefelsdure stehen. Wahrend dieser Zeit
wurde Ofter umgerlhrt und bei stéarkerer Eindickung mit etwas
Wasser verdinnt. Danach wurde vorsichtig verdinnte Essig-
saure zugesetzt, bis das Magnesiumhydroxyd geldst war, und
die FlUssigkeit in den Zersetzungsapparat eingetragen, worin
folgende Resultate erzielt wurden:

] Verwendete J|)— _ Baro-
Bezeichnung Menge Ammoniak- + . , eni-
des Diast des Diastase- | Stickstoff . meter-
es Diastase- - . ,
Praparates | gehalt I’eralur | stand
Praparates C 1 mm
- J g ccm
0,0094 4.4 o
n 0.5381 I 15.3 740.0
. . 18.2° | 74-4.0
i 0,5296 0,0i05 | 4,9
gereinigt 1V 0,5107 0,0123 5.0 14.3° 745.1
16,5° | 749.0
gereinigt 1V 0,5269 0,0160 ‘ 5,3

In Prozenten

Amidstickstoff
Diastasepraparat

Ammoniakgehalt mit Ammoniak be-| urspringliches

handeltes Praparat ! Praparat
11 1,7?& 0,47 0.3t
11 1,98 0.52 0.34
gereinigt 1V 2.41 0,56 4 0.43

gereinigt 1V 3.04 0.58 0.43
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Die Werte, welche bei den mit Ammonink behandelten
Praparaten gefunden worden sind, liegen trotz der Behandlung

mit Magnesiumhydroxyd durchwegs etwas hoher als bei den
urspringlichen Préaparaten. Diese Werte sind in die Berech-
nungen des vorigen Abschnittes nicht einbezogen worden, weil
sie nur als Vergleichswerte, nicht als absolute Werte aufzu-
fassen sind. Die Differenzen zwischen den beiden letzen Ko-
lonnen dirften wohl dem Prozesse entsprechen, welcher als
Ersatz einer Hydroxylgruppe durch eine Aminogruppe gedeutet
wurde, wéahrend der andere Prozel3, welcher als Bindung von
Ammoniak an Aldehyd angesehen wurde, naturgemaR auch
hier nicht zum Ausdruck kommen kann.

Priafung der Fermentwirkung.

Zur Beschreibung der verwendeten Methode hatte ich den
Ausfiihrungen, welche bei den Versuchen mit Chlorwasserstoff
gemacht worden sind, nichts hinzuzufugen, als daf} hier zur
Neutralisation der Fermentldsung nattrlich nicht Lauge, sondern
Zehntel-Normal-Salzsaure verwendet worden ist. Ich kann
daher gleich einige Versuchsprotokolle anfiihren.

1 g Diastase Il mit Ammoniak behandelt.
Kontrolle: 1 g Diastase II.
Starkeldsung: 2 g 16sl. Starke (Kahlbaum): 500 ccm Wasser.

mit Ammoniak

Kontrolle
behandeltes Ferment
Dauer des Versuches . .
Jod- Reduktion mg Jod- Reduktion mg
6 in mg Zucker in mg Zucker
osun o
g Zucker igebildet 16sung Zucker gebildet
Beginn. . . . . . blau 13,5 o) blau 13.7 1 0
V¢ stunde . - - . (0] 17,7 4.2 0 192 : 55
1 Stunde.................... 0 19,0 55 0 22,2 - 8,5
1V* Stunden . . . 0 20.7 7.2 0 22,2 ] 8,5
2 Stunden - - - - 0 22.4 j 8,9 0 24.1 ] 10.4

reduziert Fehling __ sehr stark — __ . sehr stark
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0,2 g Diastase gereinigt 111 mit Ammoniak behandelt.
Kontrolle: 0,2 g Diastase Ill.
Starkelosung: 2 g 16sl. Starke (Merck): 500ccm Wasser.

Kontrolle mit Ammoniak behandeltes

Ferment
Dauer »les Versuches Jod- Rteiglrj]k- mg Jod- Rtei(c:i)lrJ]k- mg
lssung N Mg Zucker lssung 1N Zucker
Zucker gebildet Zucker gebildet
Beginn. . . . . . blau 19 0 blau 18 0
V« Stunde . - - . schwach blau 7,1 52 schwach blau 6,5 4,7
1 Stunde . . . . . schwach blau 7,2 53 schwach blau 7,0 52
|/t Slunden . . . schwach blau 7,3 54 schwach blau /,u 5,2
2 Stunden . . . . « 7,3 54 0 7,6 58
reduziert Fehling stark — — stark ' —

0,2 g Diastase gereinigt Il mit Ammoniak behandelt.
Kontrolle: 0,2 g Diastase IllI.
Starkelosung: 5 g 16sl Starke (Merck): 500 ccm Wasser (das
Gemenge aus 100 ccm Fermentlosung”-f 100 ccm Starkeldsung
enthalt demnach 0,5°/o lésliche Starke).

2 mit Ammoniak

Kontrolle behandeltes Ferment

Dauer des Versuches Jog- Reduktion mg . Reduktion  mg
In mg Zucker in mg  Zucker

I6sung Zucker gebildet I6sun Zucker gebildet
Beginn. . . . . . blau ; 4.4 0 blau 48 6
*l« Stunde . . . . Dblau 16.6 12,2 blau 16,9 12,6
1 Stunde. . . . . blau 16,6 122 blau 16,5 12,2
V> Stunden . . . blau 16.9 125  blau 16,6 12,3
2 Stunden . ... Dblau 17.0 126 blau 17,6 13,3
reduziert Fehling — stark stark | —

Es folgen noch zwei Versuche, welche mit dem Material
der Auspumpversuche | und V angestellt worden sind.
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Auspumpversuch 1.

0,9997 g Diastase Il hatten aufgenommen 0,0180g0
1,80°/o Ammoniak und dieses beim Auspumpen wieder ab-
gegeben.

Kontrolle: 1 g Diastase IlI.
Starkelésung: 2 g lost. Starke (Kahlbaum): 500ecm Wasser

mit Ammoniak
Kontrolle behandeltes Ferment

_ mg  joq- Re_duktion mg
INnmg  Zucker inmg  Zucker

Dauer des Versuches Jod. Reduktion

10SUNG 7 cker  gebildet '95UNY 7y cker gebildet
Beginn................. blau 15,8 0 blau 15,0 0
Ve« Stunde . . .. 0 23,7 79 0 23,3 8,3
1 Stunde - . ... 0 24,1 8.3 0 25,0 10,0
IV* Stunden . . . 0 25,2 9.4 0 25,7 10.7
2 Stunden . ... 0 26,5 10,7 0 26,5 115
reduziert Fehling sehrstark '  — sehrstark  _

Auspumpversuch V.

0,1993g Diastase gereinigt 1V hatten aufgenommen0,0078g

= 3,92°/0 Ammoniak und beim Auspumpen wieder abgegeben.
Kontrolle: 0,2g Diastase gereinigt IV.
Starkelosung: 2 g 16sl Starke (Kahlbaum): 500 ccni Wasser.

mit Ammoniak
Kontrolle behandelten Ferment

Dauer des Versuches 3 Reduktion

od- mg 504 Reduktion  mg

in mg  Zucker in mg  Zucker

losung Zucker  gebildet 16sung Zucker gebildet
Beginn - . . . - . blau 4,2 0 blau 4,0 0
VE Stunde . . .. 0 10,7 6.5 0 10,6 6,6
1 Stunde. . . . . 0 10.7 6.5 0 10,9 6,9
I't Stunden . . . 0 10,8 6.6 0 118 7.8
2 Stunden . ... 0 11,2 L.v) 0 11,8 7,8

reduziert Fehling  — stark ¢ — stark
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Alle Versuche zeigen Ubereinstimmend, dal} die diasta-
tische Wirkung der Fermentpraparate durch die Einwirkung
von Ammoniakgas nicht im mindesten geschédigt, im Gegen-
teil, vielleicht sogar eher ein wenig gefdrdert wird. Es sind
daher alle jene Prozesse, welche das Ammoniak in den Be-
standteilen der Diastasepraparate verursacht hat und welche
durch die Neutralisation der wasserigen Lésung nicht wieder
rickgangig gemacht worden sind, ohne Belang fir die dia-
statische Wirkung. Zu diesen Prozessen gehoren insbesondere
die beiden aus den friiheren Uberlegungen erschlossenen, welche
ich mir vorgestellt habe:

a) als den Ersatz einer alkoholischen Hydroxylgruppe
durch eine Aminogruppe,

b) als die Bindung von Ammoniak an Aldehyd.

Ls konnen also folgende Schllisse gezogen werden,
und zwar:

1. ohne Rucksicht darauf, ob meine friiheren Uberlegungen
richtig sind:

Zur diastatischen Wirkung ist die Anwesenheit
einer unveranderten Aldehydgruppe nicht not-
wendig;

2. unter der Voraussetzung, daR diese Uberlegungen
richtig sind:

Zur diastatischen Wirkung ist auch die an eine
alkoholische Hydroxylgruppe durch Enolbindung ge-
bundene Aldehydgruppe nicht notwendig.



