Ober die Benzolderivate im Glutin und den Eiweil3gehalt

der Gelatine.
Von
K. Salkowski.

(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat both:.
(Per lledaktion gugegangen am 13. Dezember 1911»)

im Anschlul3 an die gemeinsam mit meinem Bruder kurz-
liech gemachte Mitteilung ,,Uber den Anteil der Benzolderivate
am Eiweilmolekilul) habe ich das aus friheren gemeinsam an-
gestellten Versuchen Uber Leimfaulnis stammende Material
etwas weiter untersucht und teile im folgenden die Ergebnis™
mit. soweit sie sich auf die Benzoidenvate beziehen.

Es sind im ganzen 5 Versuche mit je 400 g bester fran-
zosischer Handelsgelatine (Golddruck) angestellt, spater noch
ein einzelner Versuch mit 400 g. Die Gelatine wurde jedes-
mal in 8 Liter Leitungswasser warm geldst, mit 1 g KHtPO04,
1 g MgSO4 -f 7H20 und 200—240 ccm kaltgesattigter
Natriumcarbonatlosung versetzt. In einigen Fallen wurde,
um die Faulnis zu beschleunigen, noch ein Zusatz von Kalium-
natriumtartrat gemacht; das war zulassig, da es uns um die
aliphatischen Faulnisprodukte nicht zu tun war. Geimpft
wurde in Ublicher Weise mit faulender Fleischmaceration. Die
Digestion geschah bei ca, 40u in einem leicht bedeckten grof3en
Kolben und dauerte 7—9 Tage. Das Material wurde alsdann in
bei der Eiweil3faulnis beschriebener Weise2) verarbeitet, die
Produkte in einem entsprechenden Stadium vereinigt, jedoch ist

") Diese Zeitschr. Bd. 105, S. 242.
*) Diese Zeitschr. Bd. 8, 8. 417 und Bd. 19. S. K und 491.
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von allen Produkten Vio zu Vorversuchen abgenommen, so dal
‘ich die Zahlenangaben im folgenden nicht auf 2000 g, son-
dern nur auf 1800 g Gelatine beziehen.

1. Indol.

Line Indolgruppe kommt dem Leim der allgemeinen
Meinung nach nicht zul). Diese Ansicht stutzt sich wohl haupt-
sachlich auf die Angabe von M. Nencki?), der die Faulnis-
j iodukte von Eiweild und Leim vergleichend untersucht und
in den letzteren kein Indol gefunden hat. Freilich ist da-
gegen einzuwenden, dall damals die Reaktionen auf Indol
noch wenig ausgebildet waren. Wir haben die Untersuchung
darauf in 2 Verbuchen, entsprechend 800 g Leim, ausgefuhrt
[>as betreffende Destillat gab schwache Reaktion mit Salpeter-
sdaure und Kaliumnitrit. Der beim Verdunsten des Atheraus-
zugs bleibende Ruckstand gab in walriger Losung gleichfalls
unzweifelhafte Indolreaktion. Auffallenderweise aber ergab
sich Indol noch an einer andern Stelle, namlich in der Ldsung,
welche die Oxysauren aus 1800 g Leim enthalten sollte und
diese tatsachlich auch enthielt. Die rohen Oxysauren lUsten
sich in Wasser mit starker Trubung und die Ldsung roch nach
Indol. Sie wurde nochmals destilliert. Das Destillat gab
starke Indolreaktion, nicht allein mit HNOa und KNO2, sondern
namentlich auch mit p. Dimethylamidobenzoldehyd-Lésung bei
Zusatz weniger Tropfen Salzsdure ohne Zusatz von Nitrit.
Der Atherauszug der noch Ubrig gebliebenen Losung lieferte
0,012 g beim Verdunsten.

Als der Destillationsrickstand wochenlang im Kolben
gestanden hatte, zeigten sich am Glase anhaftend harzig-6lige
Tropfchen, von denen die FlUssigkeit fast restlos abgegossen
"erden konnte3). Sie losten sich in Alkohol; die Lésung gab,
mit einem angemessenen Volumen Wasser verdunnt, gleichfalls

) Vgl. Cohnheim Chemie der EiweilRkdrper, 3. Aufl., S. 245.
«) M. Nencki, Uber die Zersetzung der Gelatine und des EiweiRes.
Festschrift, Bern 1876.
*) Sie wurde, da sie noch etwas trib war, noch filtriert.
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. o}
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Reaktion mit HNO3 und KNO2. Ob es sich dabei um Indol
handelte oder, was wahrscheinlicher ist, um verharzte Indol-
essigsaure, muR dahingestellt bleiben, jedenfalls ist auch hier
ein Indolderivat gefunden.

2. Phenolgruppe.

Das Fehlen der Tyrosingruppe wird allgemein als charak-
teristisch fur den Leim angesehen, obwohl man bei vorsich-
tigem Verfahren auch mit reinster Handelsgelatine eine positive
Reaktion mit Millonschem Reagens!) erhalten kann, die wohl
schwerlich auf etwas anderes als auf die Tyrosingruppe be-
zogen werden kann. Dald es nicht mdglich ist, unter den Pan-
kreasverdauungsprodukten Tyrosin zu isolieren, spricht nicht
unbedingt gegen einen geringen Gehalt der Gelatine an der
Tyrosingruppe. In der Tat ergab sich bei Verarbeitung der
baulnisprodukte von 1800 g Gelatine eine nicht ganz unbedeu-
tende Quantitat aromatischer Oxysauren, von denen eine Probe
schon in der Kalte beim Stehenlassen mit Millonschem Reagens
eine Rotfarbung gab. Zur Bestimmung der Menge wurde die
Losung auf 100 ccm gebracht, 10 ccm unter Anwendung von
Phenolphtalein als Indikator mit n/5-Lauge titriert. Sie erfor-
derten 5,05 Vg-Lauge, also fir die ganze Quantitat 10,1 ccm
%-Lauge. Nimmt man an, daB ein Gemisch gleicher Mol.
Oxyphenylpropionsaure und Oxyphenylessigsaure mit dem mitt-
leren Mol.-Gewicht 159 vorliegt, so entspricht dies 1,606 Oxy-
saure. DaR es sich wirklich um aromatische Oxysauren handeltt
wurde durch folgende Reaktion bestatigt:

1. Millonsche Reaktion auf3erst intensiv;
“ Verhalten zu 3°/Oiger Eisenchloridlésung: grauviolctu*

Farbung, die sich schnell in ein schmutziges Graugrin
umwandelt?). Ich fige noch hinzu, dal} auf Zusatz von
Essigsaure zu dieser Reaktionsmischung eine orange

"y Mein Praktikum der physiolog. Chemie, 1. Aufl. (1893) S. 207
Ausflihrliche Literaturangaben tber die Reaktion des Leims mit Millon
schem Reagens bei C. Th. Mémer. Diese Zeitschr. Bd. 28, S. 485 (189&..

*) Vgl. H. Salkowski, Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 12, S. 1439 (187’0
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geféarbte Losung entstand. Ein Gemisch der beiden Oxy-
sauren, von den friheren EiweilRfaulnisversuchen stam-
mend, zeigte dasselbe VVerhalten, wahrend stark verdiinnte
Eisenchloridlésung sich auf Essigsdurezusatz nur gelb
farbte.

L Mit Bromwasser Tribung, dann Niederschlag.

Fur die Berechnung der prozentigen Menge kommt einerseits
ler Wasser- und Aschegehalt der Gelatine in Betracht, ander-
seits der Stickstoffgehalt des bei der Verarbeitung erhaltenen
Alkoholniederschlages, der, auf Eiweill umgerechnet, von der
/lum Versuch genommenen Quantitdt Gelatine in Abzug zu
»ringen ist.

Die angewendete Gelatine enthielt rund 83% organische
Substanzl) = 1060 g. Der ungeloste Rickstand aus 2 Kilo
Gelatine wog 136 g. Derselbe bestand zum grofiten Teil aus
anorganischer Substanz (viel Eisenoxyd aus dem Destillier-
gefal stammend), enthielt nur 4,26% N*) = 26,625 g Eiweil-
substanz. Das ergibt flr die ganze Quantitat 35,67 g N-Substanz.
Ks sind somit 1660 -37,7 = 1624,3 g organische Trocken-
substanz zersetzt. Da die Oxysduren aus %0 der ganzen
Menge stammen = 1462 g, so ergibt sich die Quantitat der aus
aschefrei und wasserfrei gedachten Substanz entstandenen
Oxysduren = 0,11%. Der noch vorhandene Rest der Oxy-
sduren wurde auf dem Wasserbad eingeengt, die am nachsten
Tage ausgeschiedenen Kristalle abgepre8t. Ihr Schmelzpunkt
ag bei 120°. Fur eine zur Kontrolle hergestellte Mischung
gleicher Teile der beiden Sduren von friheren Versuchen
wurde der Schmelzpunkt zu 125° gefunden. Es war nun
noch zu untersuchen, ob vielleicht den Oxyséuren eine merk-
liche Quantitat Bernsteinsdure beigemischt sei, eine Frage,
die bei den Oxysauren aus Fibrin nicht hatte untersucht
verden kdnnen, da das Material inzwischen durch einen un-
glicklichen Zufall im Laufe der langen Zeit verloren gegangen

0 0,9256 g verloien bei 110* 0,1398 g Wasser und gaben 00174 ff
Uche. *

a) 0,706 g erforderten bei der Kjeld a hl bestimmung 4,3 ccm *>/,-Séure.
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war. Es handelte sich also um ein Verfahren, das gestattete
relativ kleine Mengen von Bernsteinsdure neben den Oxysaurei;
aufzufinden. Hierzu schien mir das Verhalten der Bleiverbin-
dungen geeignet. Etwa 2 g des Gemisches der beiden Oxv-
sauren aus den friheren Versuchen wurden in Wasser gelost
0,1 g Bernsteinsaure in Losung hinzugesetzt und die gemein-
same Lo6sung der drei Sauren mit Uberschussigem, frisch aus-
gefalltem und ausgewaschenem Bleicarbonat auf dem Wasser-
bad zur Trockne gedampft, der Abdampfungsrickstand in
einen Kolben gebracht und mit Alkohol erhitzt, wobei <r
groftenteils in Lésung ging, abfiltriert und mit Alkohol nacli-
gewaschen.

a) Der Ruckstand wurde in starker Essigsaure geldst, durcii
HgS entbleit, von PbS abfiltriert und eingedampft. Der Ein-
dampfungsrickstand wurde nach dem Vorgange von Neubergl
mit Ammoniak und Zinkstaub zur Trockne gedampft, dann im
Reagenzglas stark erhitzt: die Dampfe farbten einen mit Salz-
saure benetzten Fichtenspan intensiv rot).

b) Die alkoholische Losung schied beim Stehenlassen einen
weilen Niederschlag aus, der sich bei hinreichendem Wasser-
zusatz loste. Aus der mit H2S entbleiten, vom PbS abfil-
trierten Losung wurden die Oxysauren zurlUckerhalten. Ein.
kleine Probe der zu dem obigen Versuch angewendeten Oxy-
sauren fur sich nach dem Neubergschen Verfahren unter-
sucht, gab keine ROtung des Fichtenspans, abgesehen von
einer ganz minimalen Ro6tung an einzelnen Stellen. Wahr-
scheinlich hing den Sauren, obwohl sie gut kristallisiert waren,
doch noch etwas Bernsteinsaure an.

Nunmehr wurden die noch vorhandenen Reste der Oxy-
sauren mit Bleicarbonat abgedampft usw. Das Ergebnis war
nicht vollkommen negativ, indessen so minimal, daf die Bern-
steinsdure fur die quantitative Bestimmung kaum in Betracht

*) Neuberg, Diese Zeitsclir. Bd. 31, S. 574 (1900/01).

s) Die sogenannte ,,Hustenreaktion* ist hier nicht anwendbar, du
die Oxysauren beim Erhitzen ebenso stark zum Husten reizende Dampfe
geben, bekanntlich auch die Benzoesaure, wie denn Uberhaupt die .Husten-
reaktion” nur selten verwendbar ist.
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kommt. Ls ist uberflissig, zu sagen, dal3 die Bernsteinsaure
aus der Asparaginsaure des Leims stammt.

Es fragt sich, ob aufRer der Oxysaure noch Phenol nach-
weisbar war. Nur in 2 Versuchen aus im ganzen 800 g ist
hierauf geachtet worden. Es ergaben sich 0,010 g dem Gange
«ler Untersuchung als Phenol anzusehende Substanz. Die wal-
rige Lésung gab mit Bromwasser Trubung und im Laufe einer
Halben Stunde kristallinischen Niederschlag, mit Ferrichlorid
>chmutziggrine Féarbung.

Damit ist also erwiesen, dal3 die in Arbeit genommene
'lelatine eine nicht ganz zu vernachldssigende Quantitat der
Tyrosingruppe enthielt. ImWiderspruch damit hat Selitrenny *)
bei der Faulnis des Leims keine Oxysauren erhalten, abgesehen
\on ganz minimalen Spuren. Es ist indessen nicht unmdglich,
baR der von ihm angewendete Bacillus liquefaciens die Oxy-
smie reduziert hat, haben wir ja auch einmal aus Tyrosin
llydrozimtsdure erhalten, wenn auch nur eine kleine Quantitat.

b Die Phenylgruppe.

Dal} Glutin — soweit man die Handelsgelatine als Glutin
bezeichnen kann — die Phenylgruppe enthalt, ist lange be-
kannt. Es geht schon aus den alten Versuchen von Schlieper
und Guckelberger*) hervor, die bei der Oxydation von
Knochenleim mit Kaliumchromat und Schwefelsdure Benzoe-
sdure im Destillat erhielten, weiterhin aus den Versuchen von
Spirod), endlich aus der Darstellung von Phenylalanin durch
Emil bischer, Levene und Adersd), Uber dieMengenver-
héltnisse i*t wenig bekannt. Phenylalanin wurde nur zu
'»,4% erhalten, indessen sagen die genannten Autoren, dal3
in Wirklichkeit der Gehalt sicher sehr viel héher sei.

) Selitrenny, Malys Jalirb. Bd. 19, S. 514.

m) Schlieper, Annal, der Chemie Bd. 59, S. 1, Guckelberger da-
-elbst Bd. 64, zitiert nach Gmelin. Handbach der organ. Chemie 4. Aufl.
bd. 4, S. 2297.

3) fcpiro, Hofmeisters Beitrdge zur chemischen Physiologie usw.
bd. 1, S. 347.
= Diese Zeitsolir. Hd. 35, S. 70 (1902).
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Selitrenny (1. c.) hat aus Leim ebenso wie aus Eiweib
bei der Faulnis Hydrozimtsaure erhalten. Beziglich der Quan-
titat sagt Selitrenny, dem Malyschen Jahresbericht zufolgt,
dal3 sie ,,mit dem Verlust etwa 1% betrage, da aber nur die
Halfte des Leims in Kkristalloide Produkte umgewandelt sei.
so durfte ihre Menge wohl 2—3% betragen*. Die Angabe ist.
wie man sieht, reichlich unbestimmt.

Fiar die Entscheidung der Frage uber die GrofRe der
Phenylgruppe in der Gelatine standen mir nur die Natrium-
salze der fluchtigen und aromatischen Sauren aus 400 g Gelatim*
zur Verfugung. Das Salzgemisch wurde in Wasser gelost, die

Lésung mit verdinnter Schwefelsdure kongosauer gemacht
mit Ather ausgeschuttelt. Die vereinigten atherischen Au>-

ziige abdestilliert, der Ather moglichst entfernt und das riick-
standige Ol im Fraktionierkélbchen bis zura Siedepunkt vor.

etwa 170—175° destilliert. Es fragte sich nun, wie man den
Gehalt des riickstandigen Ols an Hydrozimtsaure bzw. Phenvi-

essigsaure feststellen sollte.

Zur Feststellung des Gehalts habe ich in meinen friiheren Versuchen
wo es sich um die gleiche Frage beim EiweiR handelte, das Ol in Natriun
eaibonatlésung gelost und diese Losung in passender Quantitat einer
Kaninchen eingegeben, das die Saure dann als Hippursaure bzw. Plier,
acetursaure ausscheidet. Diese Sauren wurden in atherische Ldsung (iber
gefiihrt, der Stickstoffgehalt der Atherlosung bestimmt und hieraus di*
Hydrozimtsdure berechnet!). Im vorliegenden Falle glaubte ich aus vei
schiedenen Griinden von der Benutzung des Organismus absehen zu sollen
Die Einfihrung der Schlundsonde ist keine ganz leichte Prozedur: *°
kommt gelegentlich einmal vor, dal man in die Luftréhre gelangt odo
gar den Oesophagus perforiert. Die Erscheinungen sind nicht innnc
gleich so markant, daR man von der Einspritzung absieht, so dal} da*
Material, das im vorliegenden Falle wohl als kostbares bezeichnet werden
kann, da so viel auflerst unangenehme Arbeit daran bangt, also eventue!
verloren geht. Dieses Risiko wollte ich nicht laufen. Es liegt aber not!
ein zweiter Gir.nd vor. Thierfelder und Sherving) haben gefunden
dal beim Menschen Phenylessigsduie nicht als Phenacetursdure im Har.'
erscheint, sondein als Phenylacetylglutamin resp.alsPheuylacetylglutamiii
Harnstoff. Es ist nicht ausgeschlossen, dafl dieser Vorgang neben der
Phenacetuisdurebildung auch beim Kaninchen erfolgt, die Bestimmung d**i

") Diese Zeitschr. Bd. 9, S. 501 und Bd. 105, 8. 24f>,
*) Ber. d. deutsch, ehern. Gesellseh. Bd. 47, 8. 260->.
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N-Gehaltes des Atherauszuges somit keinen bindenden SchluR auf die
Quantitat der Benzoesdure-Homologen zulafit.

Aus den angegebenen Griunden sah ich von der Benutzung
<*s Organismus als Oxydationsmittel ab und beschlof3, die
Oxydation des Sdauregemisches in alkalischer Losung mit
Kaliumpermanganat vorzunehmen in der Erwartung, dal} die
flichtigen aliphatischen S&uren vollstandig oxydiert werden
wirden, die Benzoesaure-Homologen zu Benzoesdure. Ein
Vorversuch hatte mir gezeigt, dal man aus Hydrozimtsaure
auf diesem Wege leicht Benzoesdure erhalt. Der Rickstand
im Destillierkolben wurde daher mit Wasser und Natronlauge
in Losung gebracht und zundchst die Halfte der Losung unter
wiederholtem Zusatz von Kaliumpermanganatlésung so lange
erhitzt, bis neben dem Mn02 eine Grunférbung von Manganaten
bestehen blieb. Dann die zweite Héalfte ebenso behandelt. Der
I berschuf’ von Kaliummanganat wurde durch Alkohol entfernt,
von dem in dichter Form ausgeschiedenen Mn02 abgenutscht
und nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden eiri-
gedampft und nach dem Ansduern ausgedthert. Die Ather-
losung hinterlieR ein Ol, das noch nach fliichtigen Sauren roch
und bis zum né&chsten Tage nicht kristallisierte. Die Oxy-
dation in alkalischer Lésung wurde daher wiederholt, stunden-
l;ing — zum groBten Teil auf dem Wasserbad — erhitzt und
so lange Kaliumpermanganat hinzugesetzt, bis auch nach
langem Erhitzen die violette Farbung bestehen blieb, dann
obenso wie vorhin verfahren. Schon beim Ansduern der

alk alischen Losung im Scheidetrichter fiel ein weier Schaum
aus. Der Atherauszug wurde abdestilliert, die Testierende
Atherlésung in ein gewogenes Becherglaschen gebracht, das

in ein erhitztes Wasserbad versenkt war. Das Ol erstarrte
beim Herausnehmen des Glaschens aus dem Wasserbad sofort
unter den Augen strahligkristallinisch von verschiedenén
Kristallisationspunkten aus. Der Rlckstand roch ein wenig
nach Benzaldehyd. Dieser Geruch hatte sich schwach auch
bei der Oxydation bemerkbar gemachtl). Der erstarrte Riicfc-

*) Bezlglich des Verhaltens der Zimt9aure bei der Oxydation heif3t
in Beilstein, 3. Aufl.. Bd. 2, S. 1405: ,,Durch Oxydationsmittel (rer-
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stand wog 3,52 g. Er l6ste sich in Natriumcarbonatlosung
leicht und fast vollkommen klar; auf Zusatz von Salzsdure
fiel eine S&ure aus, die abfiltriert und ausgewaschen, auf
Filtrierpapier getrocknet wurde. lhr Schmelzpunkt, an einem
Anschltzschen Thermometer bestimmt, lag bei 121°. Es
kann also keinem Zweifel unterliegen, dal} es sich um Benzoe-
saure handelt. Der Sicherheit halber wurde noch der Silber-
gehalt des Silbersalzes bestimmt. Zu dem Zweck wurde die
Sdure zur Entfernung etwa noch anhaftender Salzsiure aus
heillem Wasser umkristallisiert. Sie schied sich in der typi-
schen Form glanzender Blattchen aus. Das Silbersalz durch
Losen der S&ure in verdinntem Ammoniak, Abdampfen der
Ldsung bis zur schwachsauren Reaktion, Zusatz von Silber-
nitratlésung in UberschuBB, Abnutschen und gutes Nachwaschen
dargestellt, wurde Uber Schwefelsdure getrocknet. 0,3908 g
gaben beim Gliihen 0,1836 g Ag, entsprechend 46,98%. Benzoe-
saures Silber erfordert 47,16%*

Rechnet man die Benzoesdure auf Hydrozimtsdure um.
so ergeben sich 4,328 g. Von der angewendeten Gelatine
sind rund 83 % organische Substanz!l). Danach berechnet sich
die Quantitat der entstandenen Hydrozimtsdure zu 1,30%.
Dabei kommt allerdings noch in Betracht, da in diesem
Falle die Quantitat der nicht zersetzten Gelatine nicht be-
stimmt ist, die Quantitat der Hydrozimtsdure wirde sich mit
Berlcksichtigung dieses Umstandes etwas hdher stellen, ander-
seits aber kommt in Betracht, dal der gewogene Riickstand,
wenn er auch kristallinisch erstarrt war, doch vielleicht nicht
ganz reine Benzoesdure darstellte. Man konnte gegen die

dinnte Salpetersaure — Simon, Bleisuperoxyd, Annalen Bd. 55, S. | —
wird Zimtsaure zunéchst in Bittermandel6l (Unterschied der Zimtsaure von
der Benzoesaure) und dann in Benzoesdure Ubergefuhrt.t Ich habe midi
davon Uberzeugt, dal? auch bei der Oxydation von Zimtsdure mit Kalium-
permanganat in alkalischer Lodsung Geruch nach Benzaldehyd auftritt.
Bei der Oxydation ké&uflicher Hydrozimtsaure habe ich dies nicht fest-
steUen konnen. Sollte, vielleicht der Faulnishydroziintsaure etwas Zimt-
sdure hcigemischt sein?
0 Siehe oben.
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itechnung noch einwenden, dal} bei der Oxydation ja ein Ver-
lust durch die Bildung von Benzaldehyd stattgefunden hat.
Der Geruch danach war indessen recht schwach, ich glaube
nicht, daf durch die Bildung desselben irgend merkliche
Fehler entstanden sind.

Das von den bisherigen Anschauungen abweichende Er-
gebnis der vorliegenden Untersuchung ist die Entstehung merk-
licher Mengen von aromatischer Oxysduren aus der Gelatine.
Man konnte \ielleicht der Meinung sein, dal} diese aus dem
Impfmaterial stammen. Bei der geringen Quantitat desselben
ist dies ganz ausgeschlossen, viel naher liegt die Erklarung,
dall die Gelatine nicht nur aus Glutin besteht, sondern Eiweil3-
Korper enthalt. Diese Annahme wird ja auch allgemein ge-
macht. Sie ist darin begrindet, daf die Knochen nicht nur
Ossein enthalten, sondern auch Osseomucoid und nach Hawk
und Gies Osseoalbumidl). Es ist wohl anzunehmen, dal3 bei
ior fabrikmaRigen Darstellung der Gelatine hieraus pepton-
artige Korper entstehen werden; ganz ausgeschlossen ist, bei
ier bekannten Fahigkeit des Glutins, unlésliche Korper in
Losung zu halten?), vielleicht auch>cht, dal} der Leim direkt
EiweilR enthaltd).

Ich habe mich mehrfach bemiht, aus der Gelatine einen
*igentlichen EiweiRkorper darzustellen oder wenigstens eine
naktion zu isolieren, welche entscheidende Reaktionen fir
Eiweild gibt. \on vornherein aussichtslos erschienen die Be-
muhungen nicht, wenn auch gerade nicht sehr aussichtsreich,
lias tibrin hat, Oxysaure und Phenol zusammen als Phenol
berechnet, 2,85 % Phenol geliefert. Die aus dem Leim er-

) \gl. Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie, 8. Aufl. (1914)*
v. 111 und 520. — Cohnheim, Chemie der EiweiBkorper, 3. Aufl. (1911L-
v. 270 und 375.

y Beziiglich dieses Punktes mochte ich an ineine alten Beobachtungen
zinnern, dall dem Leim die Eigenschaft zukommt, Hypoxanthinsilberoxyd
n Losung zu halten. Pflugers Arch. Bd. 4, S. 94.

) Es steht Ubrigens nicht fest, dal die kaufliche Gelatine nur aus
*\Qochen dargestellt wird; es kdénnte auch Bindegewebe bzw. Sehnen dazu
(nutzt werden; ich habe hierlber nichts Sicheres feststellen kdnnen.'
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haltenen 0,11 % Oxyséure entsprechen 0,065 % Phenol, wdbe!
allerdings die kleine Quantitat des aus dem Leim erhaltener
Phenols selbst unbertcksichtigt bleibt. Legt man diesen Ge-
halt zugrunde, so wirden im Leim etwa 2,3 % Eiweill ent-
halten sein.

Ehe ich Uber die wenig befriedigenden Ergebnisse berichte,
mochte ich einige Bemerkungen uber die Reaktion machen,
die ich zur Charakterisierung des Eiweilies neben der Millon -
sehen benutzt habe, namlich die mit p-Dimethylamidobcnz-
aldehyd. Rohdel) ist wohl*der erste, der diese auf dem Ge-
halt des EiweilRes an Tryptophan beruhende Reaktion als ty-
pisch fur Eiweil angegeben und empfohlen hat. Rohde be-
schreibt die Reaktion folgendermafen: ,,Im Reagenzglas werden
zu der EiweiRBlosung oder in Wasser aufgeschwemmtem Ei-
weill 5—10 Tropfen einer 5%,igen schwach schwefelsaurer.
(10%) Losung von p-Dimethylamidobenzaldehyd gefiigt; dann
1a’t man vorsichtig unter haufigem Umschitteln konzentrierte
Schwefelsdure bis zum Auftreten der Farbe?) zuflielen.u

Weiterhin sagt R.: ,Als Saure wurde anfanglich kon-
zentrierte Salzsaure benutzt, doch bald wegen der leichten
Téauschung durch die eintretende Liebermannsche Reaktion
verworfen; zuletzt wurde nur konzentrierte Schwefelséure
angewendet.”

Die Berechtigung dieses Einwandes gegen die Anwendung
von konzentrierter Salzsdure ist nicht recht abzusehen, denn
schlieBlich ist die Liebermannsche Reaktion wahrscheinlich
doch auch nichts anderes als eine Reaktion auf Tryptophan,
aulRerdem aber wird die Konzentration beim Zusatz von Salz-
saure, wenn sie nur einen Teil der Lésung ausmacht, doch
nie so grof3, daR sie allein das Eintreten der Liebermannscher.
Reaktion bewirkt. Ich ziehe nach meinen Erfahrungen mit
Losungen von Witte-Pepton und Leimpeptons) (2—21/t0,

) Diese Zeitsclir. Bd. 44. S. 164.

-) SC. violetten.

3) Sammlungspraparat, seinerzeit von mir durch PepsinVerdiinnung
ilargestellt, wenig Albumose enthaltend.
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und darunter) sowie mit Indolaminoproprionsaure (0,1 % und
darunter) die Reaktion mit Salzsdure nach Steensmal) vor,
und zwar in folgender Form:

Man setzt 7* Vol. einer 2°/0igen alkoholischen p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd hinzu, dann V3 bis V* Vol. (auf das Ganze
bezogen) rauchende Salzsdure. Zoégert der Eintritt der Reak-
tion, so erhitzt man gelinde. Statt der alkoholischen Ldsung

kann man auch die Schwefelsdure, von Rohde angegebene,- an-
wenden.

Als \orziuge der Reaktion mit Salzsdure eventuell unter
Zusatz von NxNOa erscheinen mir folgende:

1. Die Reaktion tritt zwar langsamer ein, ist aber
haltbarer. Die violette Farbe wandelt sich allméhlich in
mehr oder weniger tiefes Blau um, das sich wochenlang,
ja monatelang halt. Ob man die schwefelsaure Loésung des
Aldehyds anwendet oder die alkoholische, scheint ziemlich
gleichglltig zu sein: die Farbung schien bald bei der einen,
bald bei der andern intensiver. ZweckmaRig stellt man die
Reaktion in beiden Formen an und l&Bt sie bis zum néchsten
Tage stehen.

2. Die Reaktion mit Schwefelsaure kann verfehlt
werden oder schlecht ausfallen, wenn man zuviel Schwefel-
sdure hinzusetzt, was leicht geschehen kann, da man natir-
lich bemuht ist, eine moglichst intensive Farbung zu er-
halten.

o. Ich gedachte, den Farbstoff mit Amylalkohol aus-
zuschutteln, besonders zum Zweck spektroskopischer Unter-
suchung. Das geht mit der schwefelsauren Losung nicht,
Ilohde bemerkt schon: ,Als Loésungsmittel fir die drei
gefarbten Verbindungen sind wirksam Wasser und Alkohol,
unwirksam Ather, Amylalkohol, Schwefelkohlenstoff und

Petrolather.*?) Stellt man aber die Reaktion mit Salzsaure

) Steensma, Diese, Zeitschr. Bd. 47, S. 25 (1906).
*) Rohde hat auferdem noch Vanillin und p-Nitrobenzaldehyd an-
»vwendet.
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un, so nimmt Amylalkohol den Farbstoff auf, allerdings auch
nicht so glatt: es entstehen hdufig tribe Mischungen, die
sich nur schwer absetzen, und dann findet man oft auch den
Amylalkohol wenig gefarbt. Der Farbstoff geht Gbrigens aus
der etwas angewarmten Reaktionsmischung leichter in den
Amylalkohol Uber, als aus der kalten.

Konstant sind folgende Erscheinungen. Stellt man die Rc-
aktion mit einer 2-bis 21/!i°/0igon albumosehaltigen Leimpepton-
losung an, so erhalt man beim Schitteln mit Amylalkohol
ganz oder fast ganz klare Losungen. Gielst man dieselbe oder
einen Teil in das gleiche Volumen Wasser, so tritt sofort eine
Scheidung ein, und zwar bleibt der Farbstoff im Amylalkohol.
Das Verhalten erinnert an die von Neuberg!) vor kurzem auf-
gefundenen und von ihm unter der Bezeichnung ,,Hydrotropie*
zusammengefallten Erscheinungen. Die Beobachtungen von
Neuberg beziehen sich auf eine grol’e Zahl von Kalium- und
Natriumsalzen organischer Sauren, ihnen wirde sich das Leim-
pepton anschlieBen. Zum Auftreten der Erscheinung, d. h. zur
Bildung einer klaren Losung, darf das Leimpepton in der an-
gegebenen oder etwas geringeren Konzentration nicht fehlen2».
aus Mischungen von 1 Vol. Wasser, 1/2 Vol. Alkohol (Methyl-
oder Athyl-), konzentrierter Salzsaure und etwa der Hélfte des
Gemisches Amylalkohol setzt sich der Amylalkohol zwar auch
sehr langsam ab, aber schlief3lich doch.

Lanst man das Reaktionsgemisch (mit 2 bis 2li, °/0 Pepton
»Witte*) mit dem Amylalkohol stehen, so nimmt meistens die
Blaufarbung des Amylalkohols an Intensitat zu, obwohl in der
Kegel ein Teil des Farbstoffes in die wasserige Losung zuriick-
diffundiert. Auch wenn man den Amylalkohol abgetrennt hat,
farbt er sich tiefer. Nicht selten ist die Amylalkohollgsung
nach mehrtadgigem Stehen voéllig klar und so tief dunkelblau
geféarbt, dald man sie zur spektroskopischen Untersuchung ver-
dinnen muB. Bei passender Verdinnung zeigt die LOsung

Y Neuberg, Jioehem. Zeitschr. Bd. 76, S. 107 (1916).
") Die Anwesenheit oder Abwesenheit des Aldehyds ist natlrlich
gleichgultig.
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einen Absorptionsstreifen zwischen D und C. Anscheinend ist
die Farbe unbegrenzt haltbar, wenigstens bleibt sie monate-
lang unverandert. Die beschriebenen Erscheinungen sind die
Kegel, indessen kommen auch Ausnahmen vor, mitunter
nimmt die Intensitdét der Farbung nicht zu. Die Ursache
dieser Abweichung aufzufinden, ist mir nicht gelungen. Selbst-
verstandlich beweist die Reaktion an sich nicht Eiweil3, son-
dern nur die Indolaminopropionsaure in demselben.

Fur den Nachweis sehr kleiner Mengen von Eiweil3 empfiehlt
llohde die Schichtprobe mit konzentrierter Schwefelsiure, und
zwar soll man den Aldehyd zu 1 % in der Schwefelsgure I6sen.
Wie ich gesehen habe, kann man ebensogut den Aldehyd in
«ler von Rohde angegebenen schwefelsauren Lésung der zu
prufenden Fllssigkeit hinzusetzen und sie dann mit konzen-
trierter Schwefelsdure Unterschichten, was bequemer erscheint.
Zu der Schichtprobe bemerkt Rohde: ,Beweisend ist nur der
Farbenring, nicht eine diffuse Farbung der einen oder andern
Flissigkeit.” In der Tat kann der rotliche Farbenton auch
ohne die Gegenwart von Eiweil3 bzw. Tryptophan auftreten.
Die Feinheit der Reaktion schatzt Rohde fur Kasein auf

ich habe mich liiemit nicht eingehend beschaftigt,
da ich kein unmittelbares Interesse an dieser Frage hatte,
fand sie jedoch ungefahr Ubereinstimmend damit an einer L6-
sung von 0,02% Pepton ,Witte“. Die Reaktion unter- An-
wendung von Salzséure statt Schwefelsédure ist an einer solchen
nicht weniger fein, namentlich, wenn man die Mischung ein
wenig erhitzt. Ich mo6chte raten, die Reaktion in beiden
Formen nebeneinander anzustellen. Da man auch bei An-
wendung von Salzsdure die schwefelsaure Losung des Aldehyds'
anwenden kann, so ist die Mihe der doppelten Ausfiihrung
nur gering.

Ich komme nun zu den Versuchen, die EiweilRgruppe aus
der kauflichen Gelatine zu isolieren. Es wurden zwei Wege
eingeschlagen. C. Th. Mo&rner!) hat angegeben, da man
die Gelatine durch langeres Einlegen in 0,2—0,5 %ige Kali-

) C. Th. Mdrner, Diese Zeitschr. Iid. 28. 8. 485 (1899).
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lauge und nachfolgendes Waschen reinigen konne. Rohde
gibt an, dal} ungereinigte Gelatine mit seiner Reaktion positiv
reagiere, gereinigte dagegen nicht, also frei ist von Eiweih.
Danach ware das Eiweil3 in der alkalischen Flussigkeit zu
suchen. Das Prinzip ist aulierordentlich einfach, die Aus-
fuhrung jedoch recht unerquicklich.

Im ersten Versuch wurden 25 g Gelatine mit 1 Liter 0,5°/0iget
Kalilauge Ubergosseu. Die Kalilauge bedeckte die Gelatine vollstéandig.
Schon nach 6 Tagen war die Gelatine so stark gequollen, da bei dem
Versuch, die Masse durch Leinwand zu klaren, fast nichts abfloB. Sie
wurde daher in die benutzte Schale zurtickgebracht, was naturlich mit
erheblichem Verlust verbunden war, und mit einem weiteren Liter W a*s» r
durchgerthrt. Da auch jetzt nur aufRerst wenig von selbst durch Leinwann
hindurchflo3, wurde versucht, die Filtration durch gelinden Druck mit der
Hand zu beférdern. Dabei gelangte aber dul3erst fein verteilte Gelatine in
die Kolatur und die nachfolgende Filtration durch Papier ging trotz
wiederholtem Verdinnen und Filtorwechsel duRerst schlecht, so dal schlieR3-
lich ein Anteil aufgegeben werden mufite. Die vereinigten Filtrate wur-
den zuerst auf freiem Feuer, dann auf dem Wasserbad auf etwa 50 ccm
eingedampft, dann in das mehrfache Volumen Alkohol absolutus ein*
gegossen, wobei sich eine zadhe Masse ausschied. Der Alkohol konnte am
nachsten Tage ohne Verlust abgegossen und durch neuen Alkohol ersetzt
werden. Nach abermals 24 Stunden wurde die Masse noch im Alkohol
mit dem Spatel moglichst zerkleinert, der Alkohol abgegossen und durch
Ather ersetzt. Nach 24 Stunden wurde filtriert und die harte Masse in
der Rcibschalc trocken gerieben. Man erhielt so ein weil3es, stédubendes
Pulver im Gewicht von 3,9 g, das sich mit grof3ter Leichtigkeit in Wassei
I6ste. Zur Herstellung einer 2V2°/0igen Lo6sung wurde 1 g auf 40 ccm
in einem Erlenmeyer-Kolbchen befindlichen Wasser aufgeschtittet und ohne
daran zu ruhren, stehen gelassen. Nach kurzer Zeit war die Substanz
vOllig zu einer etwras triben, ziemlich stark alkalischen Loésung geldst,
die ganz Klar filtrierte. Mit dieser Ldsung, sowie einer zweiten, ebenso
behandelten Quantitat, wurden die Reaktionen angestellt.

Aus der Quantitat der im Faulnisversuch erhaltenen Oxy-
sauren geht hervor, dall die Gelatine nicht mehr wie rund
2,3 °/0 Eiweillkorper enthalten kann. Aus dem Gewicht der
auf dem beschriebenen Wege trotz grof3er Verluste erhaltenen
Substanz von 3,9 g = 15,6 % der Gelatine folgt also, daR die
Substanz nur zum kleinsten Teil aus Eiweild bestehen kann.
In der Tat verhielt sie sich zu Reagentien wie Leimalbumose ).

I) Vgl. auch die folgende Mitteilung.
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Die Milionsehe Reaktion war negativ, Essigsaure + Ferro-
cyankalium erzeugte keine Trubung, bei Anstellung der Aldehyd-
reaktion war die Farbung vielleicht etwas starker wie bei
-7a°lo iger Gelatine bzw. Leimalbumose. Beim Erhitzen mit
bleihaltiger Natronlauge entstand keine Schwarzung. In ihrem
ganzen Verhalten wirde die Substanz etwa dem Hofmeister-
‘cheni) Semiglutin entsprechen,

Boi einem zweiten Versuch wurden 25 g Gelatine in einem grof3en
‘tiasstutzen mit 5 Liter Kalilauge von 0,25°% ubergossen und unter
hdutigem sanften Bihren mit einem Glasstab 14 Tage stehen gelassen.
Die Gelatine war stark gequollen. Die Masse wurde auf ein Drahtsich
gebracht, das Ablaufen der Losung durch leises Bitteln befordert, wieder;
holt mit destilliertem Wasser gewaschen, die gesamten Ldsungen und
Waschwasser durch Papier filtriert. das Filtrat — im ganzen etwa
t Liter — eingedampft und im (brigen ebenso verfahren, nur mit dem
Unterschied. daB beim Eindampfen zur Vermeidung der Einwirkung des
Alkalis, wiederholt Essigsaure hinzugesetzt wurde. Das Endergebnis war
dasselbe. Auffallenderweise zeigte in diesem Falle die erhaltene Ldsung
schon beim Zusatz von 10 Tropfen der schwefelsauren Aldehydlésung ohne
Nimezusatz Orangefarbung, die bald in Gelb (berging, bei dem Gebrauch
der alkoholischen Lésung war dieses nicht der Fall. In diesem Falle
wurde auch die rickstindige Gelatine verarbeitet. »Sie wurde durch tage-
langes Waschen mit oft erneuertem Leitungswassev durch Dekantieren
aewaschen, dann durch Eingielen von heilem Wasser gelost, die Ldsung
stark eingeengt und mit Alkohol gefallt usw.

Bolide gibt an. dal sich die gereinigte Gelatine von der ungereinigten
durch das Ausbleiben der Farbenreaktion mit p-Dimethylamidobenzaldehyd
unterscheidet. Davon habe ich mich an 1\ igen Losungen der gereinigten
und ungereinigten Gelatine (letztere frisch hergestellt und noch etwas
‘'varm) nicht sicher (berzeugen konnen.

Ein etwas besseres Ergebnis hinsichtlich des Eiweil3-
nachweises hat ein anderer Versuch, der von der allerdings
wenig wahrscheinlichen, Voraussetzung ausging, dall das Ei-
weild kolloidal gelost in der Gelatine enthalten sei.

-5 g Gelatine wurden in 250 ccm Wasser geldst, nach
einigem Erkalten 2,5 ccm Salzsdure von 1,126 D hinzugesetzt,

omen Tag im Thermostaten digeriert, dann sehr vorsichtig
mit Natron neutralisiert. Es entstand eine flockige Tribung,
die man auf Syntonin resp. Albuminat beziehen kann. Es ge-

Y Hofmeister, Diese Zeitschr. Bd. 2, S. 302.
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lang nicht, dip Trubung auf dem Filter zurtckzuhalten. Du
trube Flussigkeit wurde daher mit Kieselgur geschuittelt une
filtriert.  Sie filtrierte unter Anwendung eines Heillwasser-
trichters vollig klar. Der etwas ausgewaschene Filterrtick-
stand wurde mit heilBer Essigsdure Ubergossen. Das essig-
saure Filtrat gab positive Reaktion mit Glyoxylsaure und
Schwefelsdaure und mit alkoholischer Aldehydlésung und rau-
chender Salzsdure eine Violettfarbung, die jedenfalls viel in-
tensiver war, als die aus Gelatineldsung zu erzielende. Es is;
also bei diesem Versuch bis zu einem gewissen Grade gelungen,
«inen Eiweil3korper aus der Gelatine zu isolieren.,



