Das Verhalten der echten Nueleinsdure zu Farbstoffen.

Il. Mitteilung.

Von

R. Feulgen.

Aus dem physiologischen Institut «ler Universitat
(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz IttlS.i

Die Versuche Uber das Verhalten der echten Nueleinsaure
zu Farbstoffen wurden von mir fortgesetzt und ich bin nunmehr
in der Lage, meinen friherl) gegebenen Bericht in mancher
Beziehung zu erweitern.

Von etwa 100 der verschiedensten Farbstoffe, die mir
Herr Geheimrat Rubner in liebenswuirdiger Weise zur Ver-
figung gestellt hatte, wahlte ich 20 der bekanntesten und in
biologischer Hinsicht wichtigsten aus und prifte zunédchst im
Reagenzglase, ob sie mit einer wésserigen Ldsung von nuclein®
saurem Natrium Niederschldage gaben. Es stellte sich dabei
heraus, dal} mit sauren Farbstoffen Gberhaupt keine Fallungen,
mit basischen dagegen fast stets Niederschlage sich erzielen
lieRen. Eine Ausnahme machte nur das Viktoriablau B (Elberf.
Farb.), welches keine Fallung gab. Ich mdchte gleich vorweg
bemerken, daB es bei all diesen Versuchen unumganglich not-
wendig ist. die Losung des nucleinsauren Natriums in die des
Farbstoffes hineinzugieRen; verfahrt man dagegen umgekehrt,
so erhalt man auch mit basischen Farbstoffen haufig gar keine,
meistens aber unvollstandige Niederschlage, die sich zudem nicht
filtrieren lassen. Dies kommt offenbar daher, daB das im Uber-
schul’ vorhandene nueleinsdure Natrium auf das entstehende
Farbnueleinat als Stutzkolloid wirkt und dies in kolloidaler
Losung halt, eine Eigenschaft, die sich bei der Nueleinséure:
oft beobachten lalit. So ist es z. B. ganz unmdglich, etwa

') Diese Zeitschrift. Bd. 80, S 73.
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gefarbte Losungen von nucleinsaurem Natrium mit Tierkohle
zu entfarben, weil es mit keinen Mitteln gelingt, die Kohle wieder
vollstdndig aus der Ldsung zu entfernen.

Fur eine genauere chemische Untersuchung der Nieder-
schlage kam es nun vor allen Dingen darauf an, solche Farb-
stoffe zu wéhlen, die einerseits auch als Base moglichst bestandig
waren, anderseits aber sich in vollkommen reinem Zustande
darstellen lieRen; sie muBten also in erster Linie gut krystalli-
sierende Salze bilden. Am meisten geeignet erschienen mir aus
diesen Grunden das Malachitgrin und das Krystallviolett.
Die Beindarstellung dieser Korper geschieht allgemein, indem
man zundchst gut krystallisierende Salze derselben, sodann
noch einmal die mittels Alkali abgeschiedenen Basen aus ge-
eigneten Losungsmitteln umkrystallisiert, und diese Basen dann
in die verlangten Salze Uberfihrt. Als S&aure wahlte ich die
Chlorwasserstoffsdure, aus dem Grunde, weil sie sich leicht
wiederfinden und identifizieren 1aRt; ein Oxalat z. B., als welches
das Malachitgriin in den Handel kommt, war flr meine Zwecke
unbrauchbar, schon wegen der organischen Natur der Oxalséure.

Das benutzte nucleinsaure Natrium war nach dem Neu-
mannsehen Verfahren aus Kalbsthymus dargestellt. Es wies
alle Zeichen der Reinheit auf. Die Analyse des Praparates gab
folgende Werte :

1. N = 11,86°/0 (Kjeldahl),

2. P = 6,87°/0 (Neumann).

N : P = 1,72; berechnet 1,70 fir C43H57NNP4O34Nai
+ 9 H20 »)

1. Das nucleinsaure Malachitgrinleukohydrat.
(Nucleinsaures Tetramethyldiamidotriphenylcarbinol.)

Das Handelsprodukt des Malachitgriins (Oxalat, Kahlbaum)
wurde zweimal aus Wasser umkrystallisiert, sodann die Base*)
mittels Natronlauge abgeschieden und diese noch zweimal aus
Benzol umkrystallisiert.

) H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. 77. S. 497.
¥) 0. Fischer, A. 206, S. 132.
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Fp. 132° (verlangt 132°).1) Aus der Base wurde durch
Auflosen in der berechneten Menge verdinnter Salzsdure das
Chlorid dargestellt und durch Eindampfen bis zur Trockne ge-
wonnen. Das Chlorid krystallisiert nicht. Die Darstellung des
Farbnueleinates geschieht nach der in der ersten Mitteilung an-
gegebenen Methode. Es wurde wiederum grofRes Gewicht auf
ein sorgfaltiges Auswaschen des Niederschlages gelegt, um
eventuell adsorbierten Farbstoff, sowie nucleinsaures Natrium
zu entfernen. Da der Niederschlag sich nicht filtrieren lief3,
multe er durch Zentrifugieren gewonnen und ausgewaschen
werden. Die Substanz quoll und léste sich dabei, sodald die
Ausbeuten ziemlich mangelhaft waren. Es gelang auch bei
diesem zweiten Praparate, den Korper vollstandig ohlorfrei
zu bekommen.

Angenommen, in dem Farbsalze ware die gleiche Menge
Konstitutionswasser enthalten, wie sie H. Steudel?) fir das
Natriumsalz angegeben hat (9 Mol.), so ergeben sich fur das
vierbasische Salz C43H57N15P4034 + 4 (C23H25N2) + 9 H20 folgende

Zahlen:
Mol.-Gew. 2767 -F 162 = 2929.

Gefunden: Berechnet:
3. C = 54,90«/o 55,31 o/o ;
4. H= 6,550/0 5970/0 v
5. N = 10,740/0 11,00°/0
6. P = 4,080/0 4t240/0.
N:P = 2,63 (ber: 2,60)
C P = 13,05 ( » 13,44)

Man beobachtet in dieser Zusammenstellung eine sehr gute
Ubereinstimmung nicht nur der Quotienten N : P und C : P,
sondern auch der absoluten Prozentzahlen mit den berechneten
Werten. Dal} auch die absoluten Prozentzahlen so gut stimmen,
ist naturlich Zufall, weil diese abhangig sind vom Wassergehalt.
Da dieser in der Formel nur hypothetisch ist und sich oben-
drein beim Trocknen in unbekannter Weise &andern kann, so

I) Es wird bei dieser Base Dimorphie mit niedrigerem Fp. beobachtet,
v. Villiger u. E. Kopetschki, Ber. d. D. Ch. G, Bd. 45, S. 2910.
*) H. Steudel. Diese Zeitschrift, Bd. 77.- S. 497.
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wurde bei diesen wie bei samtlichen anderen Praparaten auf
ein Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei einer bestimmten
Temperatur Uberhaupt verzichtet; mafigebend sind also nur die
Quotienten N : P und C: P.

Es wurde sodann das Verhalten dieses Farbnucleinates

zu Loésungsmitteln untersucht. Von zahlreichen Solventen Ubten
nur die Alkohole einen EinfluR auf den Korper aus. Ubergief3t

man denselben mit Athylalkohol, so lést sich immer nur ein
Teil zu einer tiefgrinen Flussigkeit auf, wahrend der Ruck-
stand allmahlich immer weniger Farbstoff abgibt und sich ver-
mutlich bis zum farblosen Ablaufen des Alkohols auswaschen
lankt, In meiner ersten Mitteilung sprach ich bereits die Ver-
mutung aus, dal3 sich mit dem Alkohol ein Ather der Farb-
base gebildet haben kénnte. Das Malachitgriinleukohydrat rea-
giert namlich sehr leicht mit Alkoholen,l) indem das Carbinol

desselben mit dem betreffenden Alkohol unter Wasserabspaltung
regelrechte gemischte Ather bildet nach der Gleichung:

x*\< + N(CH,V /-A-NW,
cbh. 'n(cha -f-c,hhoh=cfiH5 e-ctH! + hlo
Nih Xen,n.

Diese Reaktion tritt merkwirdigerweise bei der freien
Base schon durch bloRes Losen derselben in Alkohol ein, fast
quantitativ vollzieht sie sich aber beim mehrmaligen Umkry-
stallisieren der Base aus Alkohol oder durch Erhitzen im Rohre.
Solche Ather sind vom Methyl-, Athyl- und Benzylalkohol be-
schrieben worden.

Um die Substanz auf dieses Verhalten hin zu prifen,
wurde sie mit absolutem Alkohol zu einem dinnen Brei an-
geruhrt, zuerst einige Stunden in der Schuttelmaschine ge-
schuttelt, sodann auf dem Wasserbade am RuckfluBkihler gekocht
und endlich das so vorbehandelte Material der Alkoholextraktion
im Soxhlet unterworfen.

UnterlalRt man die erwdhnte Vorbehandlung, so backt die
Aufschwemmung unter dem Einflud des sich zunachst teigig
l6senden Korpers fest zusammen und verhindert so das Ein-
dringen des Ldsungsmittels. Die vereinigten Extrakte wurden

=1 0. Fischer. A. 2\W, S. 182.
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nun eingeengt und einige Tage unter hdufigem Reiben stehen
gelassen. Es bildete sieh am Boden des GefaRes ein Uberzug
von schonen grinen Krystallen, die abgesaugt, getrocknet und
analysiert wurden. Die trockenen Krystalle erlitten nach Er-
hitzen auf 100° keinen Gewichtsverlust.

Gefunden: Ber. f. d. Ather:
7. C = 79,95°0 80,15°0
8. H = 8,27° 8,()80/o0.

Fp. 163° (verl. 102°).

Es handelt sich also in der Tat um eine Atherbildung.
Es ergibt sich nun eine weitere Frage:Was wird aus der
Nucleinsdurekomponente, und bin ich imstande, auf diese Weise
alle Farbbase als Ather zu extrahieren? Um diese Fragen zu
beantworten, mufite vor allem die Reaktion ganz bis zu Ende
durchgefihrt werden, d. h. es mulite solange rm Soxhlet ex-
trahiert werden, bis der Alkohol farblos ablief. Dies hatte jedoch
seine Schwierigkeiten; jedenfalls war nach 8t4dgigem Extrahieren
der Alkohol immer noch schwach grin gefarbt. Der Prozel
wurde aber jetzt unterbrochen; es zeigte sich, dafll der Inhalt
der Extraktionshilse etwa um die Halfte leichter geworden war;
dies entspricht auch ungefahr dem Gehalt des Farbnucleinates
an Farbbase. Der Ruckstand wurde analysiert:

9. N = 12,750/0. . %

10. P = 8,55°0.-

Gef.: Ber. fur Farbnucl.: Ber. fir Nucleinsaure-
N : P 1,49 2,60 1,70.

Beim Entfernen der Farbbase aus der Verbindung mufRte
natdrlich, da der Phosphorgehalt auf diese Weise zunahm, der
Quotient N : P kleiner werden und von 2,60, dem Quotienten
des Farbnucleinates, auf 1,70, dem Quotienten der Nucleinsaure,
herabsinken. Er erwies sich aber als noch kleiner wie bei der
Nucleinsdaure, obgleich doch sicher noch Farbbase, wenn auch
in geringer Menge, vorhanden war, der Quotient also eher groRRer
sein mufte als 1,70. Es mufRite also stickstoffhaltige Substanz,
die nicht der Farbbase zukommt, aus dem Inhalte der
Extraktionshulse mit entfernt worden sein. Es lag nahe, den



314 R. Feulgeii.

Inhalt des Siedekolbens auf Purinbasen zu untersuchen: Der
Alkohol wurde abgedampft, der Riickstand mit 5°/oiger Schwefel-
saure hydrolysiert, die Farbbase mittels Natronlauge ausgefallt,
und zu dem Filtrat die Ublichen Reagenzien auf Purinbasen
gegeben: Es entstand sowohl in saurer Losung mittels Kupfer-
sulfat und Natriumbisulfit, als auch bei alkalischer Reaktion
mittels ammoniakalischer Silberlésung ein dichter Niederschlag
von Purinkdrpern. Phosphorsaure dagegen war nur in Spuren
nachzuweisen. Nunmehr war der ganze Vorgang klar: Unter
Alkoholaufnahme hatte sich die Farbbase von der Nucleinsiure
getrennt und den in Alkohol lslichen Ather gebildet. Die freie
Nucleinsidure aber hat sich, wie das ubrigens vorauszusehen
war, bei der dauernd hohen Temperatur sekundar weiter zersetzt.
Nimmt man dasCarbinol als die bindende Gruppe an, so geschieht
die Abspaltung der Farbbase unter dem Bilde einer regelrechten
Alkoholyse. (Siehe dazu aber meine Bemerkung aufSeite 321.)
Diesem Vorgange entspricht folgende Gleichung, in welcher der
Nucleinsdurerest als Rechteck, der Farbbasenrest als Dreieck
versinnbildlicht wurde:

DCl + ¢cHiOH = 00C* + H L |

2. Das nucleinsaure Krystallviolettleukohydrat.
(Nucleinsaures Hexamethylpararosanilin.)

Die Reindarstellung des Krvstallvioletts geschieht in der-
selben Weise wie die des Malachitgrins. Fp. der Base gef.
197° (verl. 195°).

Elementaranalyse (Dennstedt).

Gef.: Ber.:
11. C = 76,96®/« 77,06°0
12. H = 8,01#lo 8,030/0.

Es zeigte sich aber, daR ein wiederholtes Umkrystallisieren
der Base gar nicht nétig ist, dal3 es vielmehr genugt, das kauf-
liche Chlorid zweimal aus Wasser umzukrystallisieren. Da das
Arbeiten mit grofReren Mengen konzentrierter Farbstofflésung
sehr unangenehm, das Nucleinat des Krystallvioletts aber in
mancher Beziehung bemerkenswert ist, so gebe ich die fur die
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Krystallisation ausprobierten Mengenverhéltnisse an und be-
schreibe zugleich eine Methode, welche ein Operieren mit den
feuchten Krystallen nach Madglichkeit einschrankt.

200 g Krystallviolett (Kahlbaum) werden in einem Steh-
kolben von einem Liter Inhalt mit 400 ccm Wasser tbergossen,
und zwar flige man gleich die ersten Portionen Wasser unter
heftigem Umschwenken zu, weil sonst das Krystallviolett leicht
am Glase festbackt und sich dann nur langsam l6ést. Der In-
halt wird unter hdaufigem Schutteln auf dem Wasserbade bis
zur Losung der Krystalle erhitzt. Um zu entscheiden, ob sich
alles gelost hat, wird der Kolben heftig umgeschwenkt und
einige Zeit ruhig stehen gelassen; infolge des sich bildenden
Wirbels lagern sich etwa ungeltste Teile genau in der Mitte
des Bodens ab und koénnen mit einem Glasstabe leicht abge-
tastet werden. Man filtriert die Flissigkeit in einen ganz
gleichen Kolben, wobei ein Heillwassertrichter unerlaBlich ist,
erwarmt noch einmal auf dem Wasserbade, um etwa schon
ausgefallene Krystalle wieder in Ldsung zu bringen, und l&aRt
ruhig erkalten. Am anderen Tage wird die Krystallhaut mit
einem Glasstabe durchstochen, die Mutterlauge vorsichtig ab-
gegossen, und der Kolben zum Abtropfen umgekehrt in einen
Ring gehéngt. Sodann fugt man noch etwa 200 ccm, Wasser
hinzu, erwarmt und filtriert diesmal in ein starkwandiges, gut
angewarmtes Becherglas. Am andern Tage wird die gebildete
Krystallhaut abgetragen und verworfen, die Mutterlauge ab-
gegossen und durch umgekehrtes Hinstellen des Becherglases
in einer Schale abtropfen gelassen. Endlich bricht man die fest
am Glase haftende Krystallmasse los, pref3t auf. einem Ton-
teller ab und trocknet auf demselben an der Luft bei Zimmer-
temperatur. Die Krystalle haben die Zusammensetzung:l)

C6H4. N(CH, )4 o

Nnpu
" Vv C.HAN(CHV =+ 8HfO = <H*N,CI + 81Vy)

Cl Mol.-G. = 407,8 + 8H,0 = 5%2.

*) Beilstein, Handbuch der org. Chemie, II, S. 1088 (1896).
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Wiegen des Krystallwassergehaltes vermeide man ein Uber-
trocknen des Praparates.

Kine Besonderheit bei der Darstellung des nucleinsauren
Krystallvioletts ergibt sich insofern, als das Krystallviolett in
kaltem Wasser nur zu etwa 1—2°/o 16slich ist. Den Versuch,
die Fallung in der Hitze vorzunehmen, will ich wegen der
eigenartigen Konsistenz, mit der das Farbnucleinat ausfiel,
beschreiben.

50 g Krystallviolett wurden in 700 ccm Wasser in der
Hitze gel6st, und in diese Flussigkeit eine warme Ldsung von
38,5 g nucl. Natrium in 300 ccm. Wasser unter Umrihren
hineingegossen. Fs bildete sich schon wahrend des EingieRRens
eine dinne Gallerte, die aber zunadchst noch in der Flissig-
keit gleichmalig verteilt war, d. h. denselben Raum wie die
Flussigkeit einnahm. Nach wenigen Augenblicken &nderte sich
jedoch der Zustand, indem die Gallerte anfing, sich unter Ab-
I6sung vom Glase zu kontrahieren, sodal} sie nunmehr einen
kleineren Raum einnahm als die Mutterlauge; es wurde also
wahrend der Kontraktion Flissigkeit ausgepre3t. Dabei nahm
die Fallung einen ganz aullerordentlich z&hen Charakter an.
In einem bestimmten Stadium war es z. B. mit Leichtigkeit
moglich, die Substanz zu Faden von Uber 4 Meter Lange
auszu ziehen, und ein Ende wurde nur dadurch herbei-
gefuhrt, daR beim Ausziehen das Material, infolge der Ab-
kiihlung, hart und brichig wurde. Mit fortschreitender Ab-
kiihlung zog sich die Masse immer mehr zusammen, bis sie
zum SchluR als harter Klumpen, einem Opiumkuchen nicht
unéhnlich, am Boden lag, wahrend die dartberstehende Flissig-
keit fast farblos geworden war. Offenbar war aller Farbstoff
in den Kuchen hineingegangen. Dieser wurde oberflachlich
mit Wasser abgespult und im Vakuumexsikkator bei Zimmer-
temperatur getrocknet. Das Trocknen ging Uberraschend schnell
von statten: nach etwa 36 Stunden war eine Menge von 124 g
vollstandig ausgetrocknet: das Gewicht betrug nun noch 75 g,
es waren also noch etwa K)°/o Wasser in dem Korper. Die
Ursache des schnellen Trocknens war die starke Porositat
des Farbkuchens. Deswegen liel die Substanz sich auch leicht
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zu einem groben Pulver zerdriicken; einem Pulverisieren in
der Heibschale setzte sie jedoeh wegen ihrer Harte einen
groBen Widerstand entgegen. Ras Pulver hatte eine ausge-
sprochen griine Farbe. Die Analyse ergab:

18. N 13,15°/0 (Dumas).
14. P 1,03% (Neumann).

N:P = 3,26 (ber.. 3,05).

Zweifellos war das Préparat aber sehr unrein, wie es
ja nach der Art der Darstellung nicht weiter verwunderlich
ist; es gab noch Ghlorreaktion, auch war es — nach der
Flammenfarbung zu urteilen — noch stark natriumhaltig

Viel besser eignet sich die Darstellung aus verdunnter
Losung; in diesem Falle entsteht stets ein schoner Niederschlag,
der sich leicht durch Dekantieren mit groRen Mengen Wasser
auswaschen, aber auch Uberraschend gut an der Saugpumpe
abfiltrieren laft:

50 g; Krystallviolett werden in 4 | Wasser gel6ést. Die
Farblosung wird am besten durch eine mechanische Rihrvorrich-
tung in kraftiger Bewegung gehalten, und mittels Tropftrichters
in dinnem Strahle langsam eine kalte Ldsung von 38,5 g
nucleinsaurem Natrium in 2 | Wasser zugegeben. Durch diese
Anordnung soll vermieden werden, dal} der entstehende Nieder-
schlag langer mit dem nucleinsauren Natrium in Beriihrung
kommt. Der Niederschlag wird durch Dekantieren mit \Wasser
ausgewaschen und schliel3lich an der Pumpe abfiltriert. Zwar
gelingt es nie, das Waschwasser vollig farblos zu erhalten,
und es fragt sich, ruhrt diese Farbung von Spuren unzer-
setzten Krystalivioletts her, oder ist das Farbnucleinat selbst
in Wasser etwas l0slich? Eine Stickstoffbestimmung nach
Kjeldahl, die ich in 100.ccm vorzunehmen versuchte, ergab,
da sich durch litration mittels n/to-Lésungen Kkeine Spur
Stickstoff nachweisen lieB, obgleich die Farbbase allein einen
Stickstoffgehalt von Uber 10% hat. Ein kolorimetrischer Ver-
gleich des Waschwassers mit einer stark verdiinnten Krystall-
violettlosung zeigte, dafll im Waschwasser nur etwa 13000%
Farbstoff enthalten war; der Koérper kann demnach praktisch
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als unléslich gelten. Im feuchten Zustande stellt die Substanz
einen feinkornigen, fiur Wasser sehr durchlassigen, in bezug
auf die Farbe unansehnlichen schwarz-braunen Schlamm dar,
der nach vollstdndigem Trocknen sich zu einem ausgesprochen
grunen Pulver zerdricken laRt. Dem vierbasischen Salze kommt
die Formel zu:
C43HATN15P4034 + 4 (C25H30N3) b 9 H8O.
Mol.-Gew. 3170.

Die Analyse lieferte folgende Werte:

15. N = 13,160/0.

16. P = 4,46°/0 |

17, P = 4,44°/o |

N: P = 2,93 (her. 3,05).

Da der Korper sich auferdem als chlorfrei erwies, so
haben wir offenbar das reine vierbasische nucleinsaure Hexa-
methylpararosanilin vor uns. Ausbeute: quantitativ. Das Nu-
cleinat hat keinen Schmelzpunkt.

Es wurde nun_r_nehr das Verhalten dieses Salzes zu LOsungs-
mitteln geprift. Ubergieft man die Substanz mit Methyl-
alkohol, so erweicht sie und geht nach kurzer Zeit vollig
in Losung, nur einige Flocken blieben ungeldst zurlck, sie
bestanden wahrscheinlich aus verunreinigendem nucleinsaurem
Natrium. Durch leichtes Erwérmen kann man die Lésung sehr
beschleunigen. Lalkt man die intensiv violett gefarbte Flissigkeit
mehrere Tage an der Luft stehen, so dickt sie zu einer sirupdsen
und im weiteren Verlaufe zu einer zéhen fadenziehenden Masse
ein, die bald géanzlich erhartet und dann in Gestalt von glas-
artigen Platten vom Glase abspringt. Aus seiner methylalkoho-
lischen Losung 4Rt sich der Korper durch Ather, Aceton und Amyl-
alkohol wieder abscheiden. War die Substanz in gewdhnlichem
Methylalkohol gel6st (Methylalkohol I, Kahl bdum), so erfolgte
die Fallung stets in einer schmierigen, nicht filtrierbaren Form.
Aus absolutem Methylalkohol jedoch wird das Nucleinat durch
absoluten Ather in schonen transparenten Flocken abgeschieden,
die im Kontraste gegen die rotstichige Mutterlauge tiefblau ge-
farbt erscheinen. Da das Farbnucleinat in Wasser unléslich
ist, so sollte man annehmen, dafll es sich aus alkoholischer

Mittel 4,45 °/o.
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Losung durch Wasser ausfallen lieBe. Dies ist aber nicht der
Fall. Selbst wenn man einige Tropfen der Ldsung in einen
groflen UberschuBR von Wasser gibt, erhalt man keine Féallung;
diese tritt aber sofort ein, wenn man dem Wasser ein paar
Tropfen einer geséattigten wasserigen Losung von Krystall-
violett zusetzt. Die.Féallung wird allerdings, ebenso wie die
Fallung aus wasserhaltigem Alkohol, schmierig und ganz un-
filtrierbar. Das Chlorid der Farbbase (Krystallviolett) spielt
hier offenbar dieselbe Rolle wie das Natriumacetat beim
Ausfallen des nucleinsauren Natriums oder wie Baryumacetat
beim Ausféllen vieler hochmolekularer organischer Baryum-
salze mit Alkohol. Die Loésung des Korpers in Athylalkohol
macht einige Schwierigkeiten, weil das Farbpulver im Alkohol
sofort zusammenbackt, sich am Glase festsetzt und sehr- schwer
I6st. Will man eine &thylalkoholische L6sung hersteilen, so
mull m”n die Substanz mit etwa der 10fachen Menge Sand
innig mischen und dann in einem Extraktionsapparate extra-
hieren. Engt man das Extrakt gentigend ein, so lalst sich auch
hier die gleiche Fallung mit Ather hervorrufen. Die Nieder-
schlage werden am schoénsten, wenn sowohl die Substanz als
auch die Losungs- und Fallungsmittel absolut trocke”Ksind.
Man 16st den Korper zweckmafRig zu einer 5°/oigen Losung
in absolutem Methylalkohol auf und filtriert ~gleich in etwa das
doppelte Volumen Amylalkohol hinein. Der entstandene schéne
violette Niederschlag wird an der Saugpumpe abfiltriért und
zuerst mit Amylalkohol, dann mit Ather gewaschen. Er ist in
Ather vollkommen unldslich.

Das nucleinsaure Hexamethylpararosanilin ist das zur-
zeit einzig bekannte Salz der echten Nucleinsaure, das ein
organisches Losungsmittel hat, und ich hielt eine solche Eigen-
schaft fur besonders wichtig, erstens, weil sie diese eigenartige
Reinigung gestattet, und zweitens, weil ich durch die Elementar-
analyse des eventuell vorher mit geglihtem Natriumsulfat in
alkoholischer Losung ausgetrockneten Salzes Aufschlisse Uber
das sogenannte Konstitutionswasser der Nucleinsdure zu er-
halten hoffte. Tatsachlich &3t sich auch der so vorbehandelte
Korper sehr leicht bei 95° bis zur Gewichtskonstanz trocknen;
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erhoht man die Temperatur auf 110°, so findet keine weitere
Gewichtsabnahme mehr statt. Die Hoffnungen haben sich aber
insofern nicht erfallt, als das mit Amylalkohol ausgefélite
Produkt eine andere Zusammensetzung hat als das ur-
springlich in Losung gebrachte. Auffallig war schon, daR die
physikalischen Eigenschaften des ausgefallten Korpers erheblich
von denen des ursprunglichen abwichen. Das Praparat war
namlich vorher ausgesprochen griin, hinterher aber schon violett
gefarbt; vorher war sehr hart, nachher lieR es sich mit
Leichtigkeit zu feinstem Pulver zerreiben, das dabei stark
elektrisch wurde. Vorher l6ste es sich glatt in absolutem
Methylalkohol, nach der ersten oder zweiten Fallung jedoch
nur in wasserhaltigem (75°/oigem). LaBRt man diese zweite
Losung langere Zeit stehen, oder erwarmt man sie, so fallt
ein Korper aus, der sich nunmehr als unléslich auch in ver-
dinntem Alkohol erwies. Die Analyse des einmal umgefallten
Salzes ergab:

l. Praparat.
18. N.==; 12,72%) (Dumas).
19. N = 12,71 «lo »
20. P = 5,09°/0 (Neumann).
21 P =495\
N:P = 257 (ber. 3,05).
Il. Praparat, getrennt dargestellt.
22. N = 12,41°/o (Dumas).
23. P = 5,58°/0 (Neumann). *
21. P =557°0 » >

N:P = 2.23 (ber. 3,05).

Dieses rapide Ansteigen des Phosphorgehaltes auf Kosten
des Stickstoffs erklart sich daraus, dal wahrend seines Aufent-
haltes in der alkoholischen Ldsung der Korper einen Teil der
Farbbase unter Bildung von sauren Salzen abgegeben hat;
ich glaube nicht, da eine weitgehendere Zersetzung stattge-
funden hat; dagegen spricht erstens der tadellos saubere
Charakter der Féallung, zweitens der Umstand, daR ich mit
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sorgféltig wasserfreiem Material gearbeitet habe; e$ fehlt also
an dem fur eine Hydrolyse unbedingt notwendigem Wasser
Endlich aber ist der Eingriff, namlich die Behandlung des Salzes
mit Methyl- bezw. Amylalkohol in der Kalte ein so milder,
daB sogar die freie Nucleinsaure ihm gewachsen zu sein pflegt.
Nach dem Quotienten N . P zu urteilen, mul3 es sich etwa um
das zweibasische Salz handeln:

Eef- verl. f. d. zweibasische Salz
N:P 2,57 2.37
2,23
Soll aber die Base sich in absoluten Lésungen — ohne
Wasseraufnahme abspalten koénnen, so kommt man mit

dem Bilde einer einfachen doppelten Umsetzung bei der Bildung
des Farbnucleinates nicht aus: man muB vielmehr eine doppelte
Umsetzung unter Wasseraufnahme annehmen, sodall das ge-
bildete Salz in Wirklichkeit eine Addition darstellt. Der Prozel3
wirde sich dann folgendermallen vorstellen lassenl):

tXn ! Na ' HJO = |> OH H + NaCl
OOH;H At>0H + H

Unter diesen Umstdnden bedarf auch meine Ansicht Von
der Wirkung des Athylalkohols auf das Farbnucleinat des
Malachitgriins einer Einschrankung insofern, als hier eine
Alkoholvse nicht notwendig angenommen zu werden braucht,
unter der Voraussetzung, daR auch hier ein additioneiles Salz
Vorgelegen hat: d. h., eine Abspaltung der Farbbase braucht
nicht deswegen stattgefunden zu haben, weil Alkohol eine
groRe Affinitat zum Carbinol der Farbbase hat, sondern sie
kann deswegen erfolgt sein, weil das additionelle Salz rltlr
sehr locker gebunden ist. In diesem Falle ware die Ather-
bildung, obgleich das hervorstechendste Moment, etwas ganz
Sekundares. Beim Farbnucleinate des Krystallvidletts kann
nur dieser letzte Fall in Frage kommen, weil von der Base
des Krystallvioletts eine Atherbildung nicht bekannt ist

Ubrigens ware noch eine dritte Mdglichkeit denkbar: es

kann namlich beim Nucleinate des KrystallvioleUs auch aus

") Die Zeichen wie auf Seile 314. %
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dem wasserfreien Salze eine Abspaltung der Base stattfinden
unter Aufnahme von Alkohol, indem der Alkoholrest mit der
Nucleinsdure einen Ester bildet. Dieser Vorgang scheint mir
der am wenigsten wahrscheinliche.

Nun zur Frage: Adsorption oder chemische Bindung?

In Anbetracht der Analysen scheint diese Frage vielleicht
miRig; um eine Adsorption des Farbchlorids kann es sich
in unseren Fallen auch nicht handeln, aus dem Grunde, weil
unsere Substanzen chlorfrei waren, wohl aber wird die Frage
diskutabel, wenn man die leichte Abgabe der Farbbase bertck-
sichtigt und dabei an folgenden Versuchl) denkt:

Die Chloride der basischen Anilinfarben sind in wasseriger
Losung stark dissoziiert. Bringtman in diese Ldsungen einen ener-
gisch adsorbierenden Korper, z. B. Kohle, so wird die Base von
der Kohle adsorbiert, wahrend die Flussigkeit hinterher wegen
des Vorhandenseins von feiner Salzsdure sauer reagiert. Wurde
in unserem Falle auch nur eine Spur der Base in diesem Sinne
von dem kolloidalen nucleinsauren Natrium adsorbiert, so héatte
das Auftreten von freier Salzsaure sofort ein Ausfallen von
freier Nucleinsaure zur Folge. Der entstehende Niederschlag
von Nucleinsdure kénnte nun seinerseits wieder Farbbase adsor-
bieren und das Spiel wirde von neuem beginnen, bis alle
Farbbase adsorbiert ist, und die Salzsdure aus dem nuclein-
sauren Natrium alle Nucleinsdure freigemacht hat, bezw. ein
Gleichgewichtszustand eingetreten ist. Als Endprodukte wirden
wir in einem solchen Falle haben: Chlornatrium und freie
Nucleinsdure, an der alle wasserunldsliche Farbbase adsorbiert
ware. Aus einem solchen Korper wirde man allerdings —
ebenso wie bei dem Versuche mit der Kohle — mit Leichtig-
keit die Farbbase extrahieren konnen.

Eine derartige Anschauung ware nun zweifellos irrig. Vor
allem aus dem Grunde, weil das Farbnucleinat des Krystall-
violetts vollig in Methylalkohol 16slich ist: hier haben wir
offenbar einen neuen Korper mit ganz anderen physikalischen
Eigenschaften vor uns, Eigenschaften, die — wie die Alkohol-

) H. Freundlich und G. Losew, Zeitschrift f. physik. Cliem.
Bd. 59, S. 284 (1907).
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I6slichkeit — so grundverschieden von denen der freien Nuclein-
saure sind, daB sie nur aus einer Salzbildung erklart werden
konnen. Ferner fehlt die Analogie mit dem spater zu be-
sprechenden Nucleinate der Methylenblaubase, aus dem eine
Extraktion von Farbbase nicht mdglich ist. Endlich aber ist
die freie Nucleinsdaure nicht nur gegen verdiinnte Mineralsduren,
sondern auch schon gegen Wasser sehr empfindlich, und ini
Falle einer langere Zeit dauernden Suspension in Wasser ware
eine allméhliche Zersetzung unausbleiblich. Nun machte der
Niederschlag des nucleinsaurenMalachitgriinleukohydrates einen
schmierigen Eindruck, und deswegen kam es mir darauf an,
zu entscheiden, ob an der Nucleinsdurekomponente irgend welche
Zersetzungen vorgegangen waren.

Ich habe mir daher die Frage gestellt: 1st aller Phosphor
tatsachlich als Nucleinsdure gebunden? Bejahendenfalls mufite
es. mir gelingen, sdmtlichen Phosphor in Gestalt von nudein-
saurem Natrium zuriickzugewinnen. Ubergiet man das Farb-
nucleinat mit verdiinnter Natronlauge, so 10st es sich leicht
unter Entfarbung auf, indem die farblose Base abgespalten
wird. Das sich bildende nucleinsdure Natrium kann man dann
in der Ublichen Weise mit Alkohol ausféllen, wahrend die Base,
in dem Alkohol in Ldsung geht. Dementsprechend verfuhr ich
folgendermalen:

2,0548 g Farbnucleinat des Malachitgrins mit einem
Phosphorgehalt von 4,08«/0 wurden in Wasser aufgeschwemmt
und mit moglichst wenig verdinnter Natronlauge versetzt. Die
anfangs intensiv grin gefarbte Masse entfarbte sich allméhlich
unter Abscheidung der Base, die aber infolge der Anwesenheit
des nucleinsauren Natriums kolloidal in Losung blieb und der
Flussigkeit ein milchiges Aussehen verlieh. Durch einstiindiges
Zentrifugieren mit 8000 Touren lieB sich zwar eine geringe
Menge grobkérnigeren Materials abscheiden, der groite Teil
war aber auch jetzt noch in Suspension. Es wurde daher auf
die mechanische Abscheidung der Base verzichtet und die
Flussigkeit gleich mit etwa dem Sfachen Volumen Alkohol

versetzt. Die Losung wurde jetzt klar, weil die Base sich in
dem Alkohol gel6st hatte. Auf Zusatz von etwas Natriumacetat
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trat wiederum eine milchige Tribung auf, offenbar von aus-
fallendem nucleinsaurem Natrium. Ein einigermalRen flockiger
Niederschlag wurde aber erst erhalten, wenn mittels Essig-
saure der groBte Teil des Alkalis neutralisiert war; denn das
nucleinsaure Natrium fallt am besten bei neutraler oder schwach
saurer Reaktion aus. Eine alkalische Reaktion war in unserem
Falle aber unbedingt notwendig, um die Farbbase sicher frei
zu halten, es kam nur darauf an, den Gehalt an Uberschussiger
Natronlauge auf ein Mindestmall zu beschranken. Dies ist nun
sehr einfach, weil wir in der Farbbase einen vorziglichen
Indikator haben. Bei neutraler Reaktion verbindet sich namlich
die Farbbase mit dem Alkohol zu einem Ather (s. 0.), welcher
grin gefarbt ist; ein minimaler UberschuR von freiem Alkali
jedoch bringt den Ather zur Verseifung und die nunmehr ab-

geschiedene Base ist im Alkohol nur noch physikalisch — also
farblos — gelést. Man setzt also nur soviel Alkali zu, bezw.
neutralisiert den Uberschul soweit mit Essigsaure, dal} die
Flussigkeit eben farblos erscheint. In diesem Falle hat das
gebildete nucleinsaure Natrium Neigung, sich abzusetzen, aber
nicht schnell, sondern erst im Verlauf von einigen Tagen.
Wenn die Uber dem Bodensatze stehende Flussigkeit vollkommen
klar geworden ist, wird sie vorsichtig abgegossen, der Boden-
satz mit Alkohol ausgewaschen, wiederum in Wasser gelost,
und die Fallung mit Alkohol unter Kontrolle der Reaktion
wiederholt. Um zum SchluR das nucleinsaure Natrium in eine
fur die Filtration geeignete grobflockige Form zu bringen,
wird eine letzte Fallung in neutraler Reaktion ausgefihrt. Der
Niederschlag wurde sodann in der ublichen Weise mit Alkohol
und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute an lufttrockenem

Material = 1,0973 g. Analyse:
25. N == 12,15°/0 (Kjeldahl).
26. P = 7,06°0 (Neumann).
N:P = 1,72 (ber. = 1,70).
Wir haben also zweifellos reines nucleinsaures Natrium

vor uns. Es zeigte nur eine ganz geringe Spur von Grinféarbung
und gelatinierte in 5°/oiger LOdsung. ‘
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Es fragt sich nun, wieviel Phosphor haben wir aus dem
Farbnucleinate wiedergewonnenV Mit den 2,0548g Farbnucleinat
von 4,08°/o Phosphorgehalt haben wir 83,84 mg Phosphor in
Reaktion gebracht. Wiedergefunden haben wir 1,0973 g nuclein-
saures Natrium mit einem Phosphorgehalte von 7,06 °/o, also
77,44 mg P. Das macht aber 92,37°/o des im Farbnucleinate
enthaltenen Phosphors aus; 7,63°/o fehlen also. Man kann aber
mit grofiter Sicherheit annehmen, daR dieses Defizit eine Folge
unserer Arbeitsmethode ist; denn die quantitative Bestimmung
der Nucleinsgure ist stets eine miBliche Sache und immer mit
Verlusten bis zu 6°/0 und dariber gebunden.l) Dazu kommt
noch die in unserem Falle zwar noétige, aber fir die Aus-
fullung des nucleinsauren Natriums ungilnstige alkalische Re-
aktion. In Anbetracht dessen kommt man zu dem Schlisse,
dall in dem vorliegenden Praparate aller Phosphor in Form
von Nucleinsdure vorhanden ist, daR also von irgend einer
Zersetzung nicht die Rede sein kann.

Viel eleganter kann man aus dem nucleinsauren Krystall-

Flagt man zu einer Aufschwemmung dieser Substanz einen
Uberschul? von Natronlauge, so bildet sich zundchst die l6s-
liche echte Ammoniumbase.2) Erst nach langerem Stehen, oder
schneller beim Erwarmen, geht dieser Korper in die vollkommen
wasserunlésliche  Pseudoammoniumbase (Carbinol) Uber; die
Umwandlung kann man &uRerlich daran erkennen, dal} der
vorher lackfarbene Inhalt des GefalBes nunmehr deckfarben
wird und die charakteristische Farbe der freien Base annimmt.
Diese Base lalit sich im Gegensatze zu dem Malachitgriinleuko-
hydrat leicht mittels der Zentrifuge niederschlagen: ist der
Prozel} zu Ende gefiihrt, so mul3 die dariberstehende Flissig-
keit vollig klar und farblos sein, sie reagiert dann auch stets
alkalisch. Die letzten Spuren der Base lassen sich dadurch
entfernen, dall man die Flussigkeit mit etwas Talkum schuttelt
und filtriert. Zur Gewinnung des nucleinsauren Natriums wird

) H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 473.
*) Hantsch, Osswald, Ber. d. D. Ch. G,, Bd. 33, S. 300.
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die Losung mit Essigsaure neutralisiert — wobei meist wieder
eine schwache Violettfarbung auftritt — und mit dem doppelten
Volumen Alkohol unter Zugabe von etwas Natriumacetat ge-
lallt. Der Niederschlag wird zum vélligen Entfarben mit schwach
essigsaurem Alkohol ausgewaschen und eventuell noch ein
zweites Mal umgeféllt. Eine geringe Violettfarbung ist aber
ohne jede Bedeutung.

Aus alledem ersieht man, daR wir in dem Krystallviolett
ein vorzigliches Fallungsmittel fur die Nucleinsaure
haben; dies ist um so wichtiger, als wir ein brauchbares Fallungs-
mittel fur die Nucleinsédure gar nicht besitzen, abgesehen vom
Alkohol, der aber regelmalig da versagt, wo noch andere Sub-
stanzen zugegen sind, die auf Zusatz des doppelten VVolumens
Alkohol ausfallen. Die Fallungsmethoden mittels der Schwer-
metallsalze sind, sehr schlecht, weil eine voéllige schonende
Entfernung der Metalle aus der Nucleinsdure nicht maoglich ist:
schon die Zersetzung mit Schwefelwasserstoff bietet Schwierig-
keiten, und das Freimachen der Nucleinsdure mit verdinnter
Salzsdure aus dem Kupfersalz z. B. wird wegen der grofRRen
Empfindlichkeit der Nucleinsdure gegen Mineralsduren besser
vermieden. Die Vorteile der Krystallviolettfallung sind: Sauberer,
leicht an der S&ugpumpe filtrierbarer Niederschlag, eventuelle
Reinigung des Farbnucleinates durch Umféllen aus methyl-
alkoholischer Losung, elegante und schonende Uberfiihrung des
Niederschlages in ein beliebiges Akalisalz, leichte quantitative
Entfernung der in Wasser vollig unloslichen Farbbase sowohl
aus dem Niederschlage als auch aus der Mutterlauge.

Die Schwierigkeit dieser Methode besteht darin, dal? man
stets die nucleinsaurehaltige Flissigkeit in die Farbstofflosung
gieRen muR, daR man also entweder einen berechneten UberschuR
von Farbstoff von vornherein haben, oder aber, wo das nicht
maoglich ist, sich durch Reagenzglasproben von der Anwesen-
heit eines Farbiberschusses lberzeugen muB. Endlich sind
die Farbniederschldge in dem intensiv gefarbten Reaktions-
gemisch unsichtbar. Immerhin scheint mir diese Methode in
geeigneten Fallen manche Vorteile zu besitzen und der Nach-
prafung wert zu sein.
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v
3. Das Nucleinat der Methylenblaubase.

Dieser Korper wurde in derselben Weise erhalten wie
die vorigen. Zweifellos handelt es sich auch hier um Salze
der Nucleinsdure. Ausgegangen bin ich von «Methylenblau
médicinale purissimum Hochst». Der Farbstoff roch stark nach
Dextrin: dieser Geruch schwand jedoch beim Auswaschen des
Nucleinates vollig. Die Fallung war eine saubere und lockere und
lieR sich sehr gut an der Pumpe uber Filtrierpapier filtrieren. Das
ablaufende Waschwasser war beinahe farblos. Bemerkenswert ist
dasVerhalten dieses Korpers gegentiber Losungsmitteln : Er erwies
sich als vollig indifferent gegen alle moglichen Solventien. Bei
keinem der Losungsmittel habe ich ein Abspalten der
Base beobachten kénnen. Offenbar ist in diesem Nucleinate
die Affinitdt zwischen Base und Nucleinsdure eine viel inten-
sivere als bei den besprochenen Salzen. Diese Tatsache steht
in einem bemerkenswerten Einklang mit der Erfahrung, daf
gerade das Methylenblau vorzugsweise die Chromatinsubstanzen
des Zellkernes anfarbt, dagegen konnte ich mich Uberzeugen,
dall das Krystallviolett diese Eigenschaft nicht besitzt; es farbt
vielmehr in einem mit Alkohol und Ather fixierten Blutpraparate
die roten Blutkorperchen starker an als die weil’en, und in
diesen den Kern und das Protoplasma gleich intensiv, das
Protoplasma hadufig sogar noch intensiver. Audi das Malachit-
grun ist keine Kernfarbe par excellence. Ich beabsichtige nun-
mehr, das Verhalten der Nucl coproteide zu diesen Farb-
stoffen zu untersuchen, vielleicht ergeben sich da noch inter-
essante Aufschlisse Uber die chemischen Vorgange beim An-
farben des Zellkernes mit basischen Anilinfarben..

Analytische Belege. '

1. 0,3095 g sattigten 26,2 ccm n/to-Séure <« 1186®R/@® N (Kjeldahl).

2. 0,1330 » » 16,5 » nla-Lauge = 8,876 P (Neumann).

3. 0.1953 » lieferten 0,3932 g CO, = 5490@/® C (Liebig).

4. 0,1953 » » 0,1143 * H,0 == 6,55®/« H >

5. 0,2344 » » 220 ccm N: t =199, b — 754mm, N = 10,74°/®.
6. 0,1791  séattigten 13,2 » "/*-Lauge = 4,08°/0 P (Neumann).

7. 0.2373 » lieferten 0,6958 g CO, — 79,956/ C (Bennstedt).

8. 0,2373 > * 0.1754 » HaO = 8,27«/® H »



82H Feulgen, Das Verhalten der echten Nucleinsaure zu Farbstoffen. II.

»,
10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

0,2154
0,1173
0,2110
0,2110
0,3137
0,2188
0,3071
0,2100
0,1998
0,8410
0,3286
0,2199
0,2095
0,3278
0.2183
0,2008
0,2271
0,1020

gsattigten 19,6 ccm n/10-Saure = 12,75°/o0 N (Kjeldahl).

»

*

18,1

*

n/t-Lauge = 8,55°/« P (Neumann).

slieferten 0,5954 gC08 = 76,96°/0 G (Dennstedt).
0,1510 * H,0 = 8,01°/0 H
*lieferten35.6 ccm N; t = 17°, b — 757 mm = 13,15% N.

>

»sattigten 15,9
»lieferten 34,4

»

»sattigten16,9

»

»

16,0

»lieferten 37,0

»

- sattigten 20,2

»

* lieferte« 34,6 > .

>

»

35,6

18,7

»sattigten22,0

»
>

»

»

*

*

22,2
19,7
13,0

p

»

)

[ )

»

»

»

»

»

»
*

%.Lauge = 4,03% P (Neumann)
N; t = 16®, b = 764 mm = 13,16% N.
n/*-Lauge i= 4,46% P (Neumann).

»  =s 444000 p »
N; t = 199, b = 772 mm = 12,72% N.
N; te= 16°, b = 770 » = 12,71%N.
%-Lauge == 5,09®/0 P (Neumann).

» = 4,956 P *
N; t = 17®, b = 770mm = 12,44®/oN.
n/t-Lauge = 5,58®/0 P (Neumann).

» = 557@b P *
n/io-SaureCm 12,15®/o0 N (Kjeldahl).
%-Lauge = 7,06% P (Neumann).



