Cin neues Verfahren zur Abtrennung von Athanolamin
(Colamin) aus Phosphatidhydrolysaten.

Von
H. Thierfelder und Otto Schulze«

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.)

' (Der Redaktion zugegangen am 2. Dezember 1915.)

Die Isolierung des Athanolamins (Golamins) aus dem
Hydrolysat von Phosphatiden gelang G. Trier*) in der Weise,
dalR er nach Entfernung von Fettsauren, Glycerinphosphorsaure
und Zersetzungsprodukten eine absolut-alkoholische L&sung
der Basenchloride herstellte und aus dieser durch Fallung mit
Sublimat und Platinchlorid das Cholin fallte. Das vom Metall
befreite Filtrat wurde eingeengt, der Ruckstand im Exsikkator
getrocknet, in starker Salzsaure gelost und diese LOsung
mit sehr konzentrierter Goldchloridlosung versetzt. Es kry-
stallisierte das Goldsalz des Golamins aus. Diese Methode,
insbesondere die schlieBliche Abscheidung als Goldsalz ist
auch die von andern Untersuchern benutzte.

Das Goldsalz hat ein ausgezeichnetes Krystallisations-
vermogen. Aus reinen Colaminchloridlosungen 143t sich die
Base nahezu quantitativ in Form des Aurates gewinnen. So
erhielten wir beim Versetzen einer Losung von Colaminchlorid
(enthaltend 13,79 mg N) in konzentrierter Salzsaure mit einer
konzentrierten L6sung von Goldchlorid in Salzsdure zundchst
255 mg Aurai = 64,6% der theoretischen Menge; aus der
Mutterlauge wurden noch 103 mg = 26,1% und aus der
Mutterlauge von dieser Krystallisation noch 26 mg = 6,6%
erhalten, im ganzen also 384 mg statt der berechneten 395 mg,
4 h. 97%. Alle 3 Krystallisationen hatten den richtigen
Schmelzpunkt (188—189°).

Aus Phosphatidhydrolysaten ist es bisher nicht gelungen,
das Colamin in einer dem vorhandenen Aminostickstoff ent-
sprechenden Menge zu isolieren. Wahrend man aus den Hy-

) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 496 (1911/12).
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drolysaten nach Entfernung von Fettsauren, Glycerinphosphor-
saure und Cholin bis zu 52°/0,1)* ¥6,4°/0*) und 58°/0s) des
Aminostickstoffs als Colamingoldchlorid gewinnen konnte, war
die Ausbeute bezogen auf den vor der Entfernung dieser
Spaltungsprodukte oder den nach ihrer teilweisen Entfernung
vorhandenen Aminostickstoff eine viel geringere. Diese Er-
gebnisse konnen bedingt sein durch Verluste, welche bei den
vielfachen Fé&llungen usw. auf mechanische Weise entstanden
sind, und durch die UnVollstandigkeit der Abscheidung des
Colamins als Aurat in unreinen Losungen, aber auch dadurch,
dalR in den Phosphatiden das Colamin nicht das einzige Spal-
tungsprodukt ist, welches Aminostickstoff enthdlt. Nattrlich
kénnen auch beide Momente zusammen wirken.

Fur den weiteren Fortschritt auf dem Gebiet der Phos-
phatidforschung ist der Besitz einer quantitativen Bestimmungs-
methode des Colamins hochst erwinscht.

Unsere Bemiihungen richteten sich deshalb auf das Auf-
finden eines womdglich quantitativen Verfahrens.

Wir gingen aus von der Angabe Knorrs,4) da Ather
ungeféhr I°/o Colamin zu l6sen vermag. Schon beim Aus-
schutteln einer ganz konzentrierten mit Natronlauge ver-
setzten Colaminchloridlésung mit Ather gelingt es, die Base in
atherische LOsung Uberzufihren. Die Ausbeute betrug nach
energischem und langere Zeit fortgesetztem Schutteln in ge-
schlossener Flasche 29°/o. Die Bestimmung geschah nach
v. Slyke, nachdem der abfiltrierte Ather mit Salzsaure ge-
schittelt und verdunstet und der Rickstand mit Natronlauge
alkalisch und dann mit Essigsaure sauer gemacht worden war.
Bei viermaliger Wiederholung mit jedesmal neuem Ather wurden
dann insgesamt noch 33,7°/o erhalten. Eine 5. und 6. Aus-
schuttelung nach Zusatz von Kochsalz ergab nur noch 2,5°/0,
so dal} die Gesamtausbeute 65,2°/0 betrug. Bei diesen Opera-

) Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 151 (1913).
*) Trier, Ebenda, Bd. 86, S. 161 (1913).

*) Banmann, Biochem. Zeitschr., Bd. 54, S. 37 (1913); Parnas,
Ebenda, Bd. 56, S. 20, Fuf3note 4 (1913).

4) Chem. Ber., Bd. 30, S. 909 (1897).
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tionen hatte sich eine erhebliche Menge des Colamins ver-
flichtigt, denn am Schluf? wurden in der wasserigen L&sung
nur noch 5,6°/0 wiedergefunden.l) Viel schlechter noch waren
die Ergebnisse bei der Extraktion im Lindsehen Apparat.
Es wurden hier innerhalb mehrerer Stunden nur 10,4°/0 aus-
gezogen.

Um die Ausbeute zu verbessern, mufBte das Wasser ent-
fernt werden. Zu dem Zweck lieBen wir auf eine sehr kon-
zentrierte wasserige Losung von Colaminchlorid, die sich in
einer kleinen, in kaltem Wasser stehenden Schale befand, eine
kleine Menge reines Calciumoxyd einwirken und erreichten
dadurch eine Bindung des Wassers und gleichzeitig eine Frei-
setzung der Base. Der Schaleninhalt wurde zu einem lockern
Pulver zerdrickt und zerrieben und in eine Papierhilse2) ge-
bracht. Die letzten Reste lieRen sich leicht mit Papierstiickchen
quantitativ zusammenwischen; diese kamen ebenfalls in die
Hillse. Die Extraktion mit Ather geschah in einem ganz aus
Glas hergestellten Soxhlet-Apparate, in dessen Kolben eine
gemessene Menge n/io-Schwrefelsaure eingebracht worden war.8)
Nach Beendigung der Extraktion wurde der Ather verdunstet
und die Flussigkeit mit n/io-Lauge zurlcktitriert. In den
meisten Féallen schlof} sich eine Bestimmung nach v. Slyke
an. Dazu wurde der Kolbeninhalt bei schwefelsaurer Reaktion
eingedampft und der essigsauer gemachte Rlckstand in den
Apparat von v. Slyke eingebracht.

Die Tabelle enthalt die Ergebnisse, in sie sind von
den Versuchen mit kirzerer Extraktionsdauer nur einige, von

") Auf die betrachtliche Flichtigkeit des Colamins mit Atherdampfen
macht schon Knorr aufmerksam.

*) Die Papierhllsen waren durch mehrfaches Ubereinanderwickeln
von Fillrierpapier um ein Glasrohr und Zusammendrehen des untersten Teils
hergestellt. Der zusammengedrehte Teil war noch umgeschlagen und mit
Bindfaden umwickelt, so dal} ein Durchsickern von Calciumoxyd nicht
stattfinden konnte. Die Hulsen waren, ebenso wie die zum Auswischen
der Schale benutzten Papierstickchen vor dem Gebrauch stundenlang mit
Ather extrahiert worden.

¢) Die Einfihrung von Saure ist durchaus nétig, um die extrahierte
Base sofort zu binden. Tut man das nicht, so entstehen erhebliche Verluste.
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denen mit langerer alle, welche in der oben beschriebenen
Weise ausgefuhrt worden sind, aufgenommen.

Tabelle 1.
Ein- Dauer Im :Vther wurde gefunden N ¥
geflihrt der N .

wurde Co-  Extrak- durch Titration nach vaia Slyke

in‘mg N inStunden 0 MG Igin#é%f(.jeNs In mg 'Qir:éoeffjﬁs
1 6,66 4 50,02 76,6 — —
2 26,84 4 | 16,49 61,4 — —
3 75 6 ' 6,01 80,1 — —
4 6,66 8 6,01 90,2 —
5 75 12 5,91 78,8 — —
6 15,0 12 13,87 92,5 14,23 94,9
7 15,04 12 14,27 94,9 — —
8 7,52 13 7,31 97,2 — —
9 75 14 6,93 92,4 — | —
10 75 14 7,1 94,7 6,91 92,1
11 7,52 14 72 95,7 — —
12 15,0 14 1323 ' 882 13,34 88,9
13 15,0 14 13,92 92,8 14,21 94,7
14 75 23 7,0 93,3 7,05 94,0
15 15,0 23 14,0 93,3 14,06 93,7
16 15,0 23 14,25 95,0 1442+ 96,1
17 3,15 24 3,02 96,0 3,01 95,6
18 6,66 24 6,30 94,6 6,29 94,4
19 6,85 24 6,82 99,6 — —
20 13,33 24 13,29 99,7 13,06 98,0
21 15,0 25 13,83 92,2 14,11 94,1
22 6,3 27 5,88 93,3 6,05- 96,0
23 9,45 27 9,13 96,6 916t 969
24 12,6 27 12,04 95,6 12,26 97,3

Man sieht aus der Tabelle, daR die Extraktion viele
Stunden fortgesetzt werden mufd und auch nach 27 Stunden
noch keine ganz vollstandige ist. Wir haben versucht, sie zu
beschleunigen und zu einer quantitativen zu machen, indem
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wir das Pulver ganz fein zerrieben, es durch Zufligen von
mehr Kalk, von Sand, von Schmirgel verdiinnten und es durch
Untermischen mit feinem Asbest auflockerten, aber ohne Erfolg.
Im Gegenteil machte es den Eindruck, daf} durch alle diese
Malnahmen die Ausbeute eher verschlechtert wurde. Das
nicht in den Ather ubergegangene Colamin findet sich fast
vollstandig in der Hulse. Wir stellten das fest, indem wir die
3 Hilsen der Versuche 22—24, in denen zusammen 28,35 mg N
eingefuihrt worden Waren, nach der 27 stdndigen Extraktion
mit Ather, bei der zusammen 27,47 mg N = 96,9°/0 gel0st
worden waren, mit Wasser auszogen, den Auszug nach An-
sauern mit Salzsiure eindampften und den mit Natronlauge
alkalisch, dann mit Essigsaure sauer gemachten Rickstand nach
v. Slyke untersuchten. Es wurden 0,703 mg N == 2,48°/0 ge-
funden. Wenn sich also etwas Colamin verflichtigt haben sollte,
so kann es sich nur um Spuren handeln: 0,1745 mg = 0,62°/0.

Cholin in gleicher Weise behandelt wird auch nicht in
kleinster Menge von Ather extrahiert. In zwei Versuchen, in
denen Mengen von Cholinchlorid, welche 5,2 und 5,32 mg N

enthielten, mit Kalk behandelt und dann 3 bezw. 12 Stunden
mit Ather extrahiert wurden, ergab die Untersuchung des

Atherriickstandes nach Kjeldahl ein vollig negatives Resultat.

Das Cholinchlorid reagiert nicht mit Kalk und kann als
solches aus der Hulse quantitativ wieder gewonnen werden,
wenn man sie im Soxhlet-Apparat mit Alkohol extrahiert.
Wir benutzten zu dem Zweck denselben Apparat. Der Kolben
wurde zur Halfte in ein kochendes Wasserbad versenkt und
sein oberer Teil und das ExtraktionsgefaR mit einem Tuch
umwickelt. Von 5,21 mg Cholinstickstoff, welche in den Ver-
such eingefihrt worden waren, wurden nach dreistindiger
Extraktion im Alkohol nach Kjeldahl 103°/0, von 5,32 mg
ebenfalls nach dreistiindiger Extraktion 99,4 °/0 wiedergefunden.

Es folgten jetzt Versuche, mittels des Kalkather-
verfahrens Cholin und Colamin quantitativ zu trennen und zu
bestimmen. Der Hilseninhalt, welcher bekannte Mengen beider
Basen enthielt, wurde zunéachst mit Ather und dann mit Alkohol
extrahiert. Die Ermittelung der in den Ather gegangenen Colamin-
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menge geschah durch Titration und nach v. Slyke, die Ermitte-
lung der vom Alkohol ausgezogenen Chdlinmenge teils durch
Stickstoffbestimmung nach Kjeldah! (Tabelle 2a), teils durch
Féallung mit Sublimat und Wagung als Chlorid (Tabelle 2b).
Im letzteren Fall verfuhren wir so: Der Alkohol wurde in eine
Schale uberfiihrt, nach Zufligen einiger Tropfen Salzsaure ver-
dunstet, der Rickstand im Vakuum getrocknet, mit absolutem
Alkohol aufgenommen, die alkoholische Loésung nach hin-
reichender Konzentration mit alkoholischer Sublimatlésung
geféllt, die Fallung am n&chsten Tage abfiltriert, mit Alkohol
gewaschen, in Wasser zerteilt und mit Schwefelwasserstoff
behandelt. Die von Schwefelquecksilber abfiltrierte Fllssigkeit
wurde eingedampft, der Rickstand nochmals mit absolutem
Alkohol aufgenommen, das Filtrat im Wageglaschen verdunstet
und im Vakuum getrocknet. Nach 8 Tagen war Gewichtskonstanz
erreicht. Die so gewonnene Substanz (Cholinchlorid) war kry-
stallinisch, farblos und in absolutem Alkohol véllig klar 16slich.

Tabelle 2a.

Einge- Dauer Im Ather wurde wieder- Einge- Dauer Im Alkohol
fuhrt  der gefunden N fuhrt der wurde wieder-,
wurde Ex- L wurde Ex- gefunden nach
Cola- trak- durch Titration nach v. Slyke Cholin trak- Kjeldahl
min in tion in i m in °/o des i in ¢/ des in mg tion in . in 90 des
mg N Stund. eingef. N eingef. N N stund. "™MY gingef N
1 3,15 21 3,08 97,8 3,13 99,4 16,24 5 15,12 93,1
2 12,6 24 12,18 96,7 12,39 98,3 16,24 5 15,69 96,6
Tabelle 2b.
Einge- Dauer Im Ather wurde wi(ider- Einge- Dauer Aus d Alkohol
fuhrt  der gefumlen N fuhrt der wurde wieder-
wurde Ex- . . wurde Ex- gewonnen
Cola-t trak- durch Titration nach v.Slyke cpoin  yrak.  Choliiichlorid
min in tion in «w. iin °/o des in°/o des chlorid tion in )
mg N Stund. m mg eingef. N In Mg eingef. N inmg Stund. inmg in %o
3 63 26 6,08 96,5 6,03 957 79,09 5 80,9 102,3
4 9,45 26 8,93 94,5 8,93 94,5 79,09 5 75,6 95,6
5 9,45 26 9,10 96,3 9,20 97,4 79,09 5 74,6 94,3
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Es “handelte sich nun noch darum, eine Verbindung des
Colamins zu finden, die zur quantitativen Bestimmung und
Identifizierung dieser Base geeignet ist. Wir haben verschiedene
Salze des Colamins darauf hin geprift, am brauchbarsten erwies
sich das Pikrolonat. Dieses Salz ist zuerst von Knorr dar-
gestellt und untersucht worden. Er macht folgende Angaben: «Es
I6st sich erst in ca. 100 Teilen heiflen und in ca. 400—500 Teilen
kalten Alkohols. Aus wasseriger Losung laBt sich Athanolamin
noch bei sehr groRer Verdinnung (aus 3—4°/qiger LOsung)
sehr gut in Form dieses Salzes abscheiden. Es schmilzt unter
Schwarzfarbung und Zersetzung sehr rasch erhitzt bei ca. 225°,
langsam erhitzt bei ca. 220°. Es krystallisiert in bischelformig
verwachsenen Nadeln mit charakteristischer Zwillingsbildung».

Es war zu erwarten, daB es in Ather und in wenig
Alkohol enthaltendem Ather ganz unléslich ist. Um das fest-
zustellen, versetzten wir eine alkoholische Colaminldsung von
bekanntem Gehalt mit dem vielfachen Volumen Ather, fligten eine
alkoholisch-atherische Pikrolonséurelbs__ung (1 g Pikrolonséure
in 250 ccm 8 °/o Alkohol enthaltendem Ather) in Uberschissiger
Menge hinzu, filtrierten den entstandenen Niederschlag durch
ein gewogenes Filter, wuschen mit Ather aus und wogen nach
dem Trocknen im Vakuum. Die Ergebnisse waren stets zu
hohe. Da dieser Mehrbetrag wohl nur durch auskrystallisierte
Pikrolonsdaure verursacht sein konnte, so benutzten wir weiter-
hin zum Auswaschen Ather, welcher 12—20°/0 Alkohol enthielt.

Tabelle 3.~

N . Wascltather- Erhalte ne Pikro-
Colamin- Gelost  z4no.  Pikro-

] alkc>hol londtmenge
menge n zusatz* Ior?.séure- ' Gehalt in °/o der
in mg N Alkohol losung . anAlkoh. j, mg berechn.
ccm ccm ccm 0/o Menge
3,03 1 25 20 100 20 71,7 102
6,06 2 25 40 100 20 144,8 103
3,03 1 25 20 100 12 71,8 102
6,06 2 25 40 100 12 148,5 105,5
12,12 4 46 80 50 12 2921 103,9
12,12 4 46 160 50 12 292,2 103,9
571 2 48 40 50 12 133,0 100,4
571 2 48 40 50 12 135,1 102,0
5,95 2 48 40 50 12 139,1 100,7
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Wie man sieht, sind die gefundenen Versuche auch jetzt
noch etwas zu hoch, jedenfalls infolge beigemengter Pikrolon-
saure. Indessen stimmten die Schmelzpunkte mit den von
Kno rr angegebenen Gberein. Beim langsamen Erhitzen schmolzen
die Substanzen bei 218 oder 219 °, bei schnellem bei 225, 226
oder 227°, stets scharf und unter Schwarzfarbung und Zer-
setzung. Aus Alkohol krystallisierten die von Knorr beschrie-
benen Formen mit den Zwillungsbildungen. Bei der Analyse
machte sich die beigemengte Pikrolonsdure durch die etwas
zu hohen Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte bemerkbar.

0,1885 g Substanz : 0,3085 g CO,, 0,0835 g H20
0,1588 * » . 0,2602 » CO,, 0,0706 » HgO
CuHI6NaOA. Ber.: C 4428 H 4,65

Gef.: C 4463 H 4,95
C 44,69 H 4,97

Nachdem sich so das Colaminpikrolohat als eine fur unsere
Zwecke geeignete Verbindung erwiesen hatte, haben wir die
oben beschriebenenTrennungs- und  Bestimmungsversuche
wiederholt nur mit dem Unterschied, dal in den Kolben des
Soxhlet-Apparates statt Ather und titrierter Saure eine atherische
Pikrolonsaureldsungl) kam.  Nach Beendigung der Ather-J
extraktion wurde das ausgeschiedene Pikrolonat durch gewogenes
Filter filtriert, mit 50 ccm 12°/0 Alkohol enthaltenden Athers
ausgewaschen, getrocknet und gewogen (siehe Tabelle 4).

Die Pikrolonate zeigten alle den richtigen Zersetzungs-
punkt. Ganz befriedigend sind die Ergebnisse noch nicht,
besonders in den Versuchen 5 und 6, in denen die Menge des
Colamins klein und die Menge des Cholins grof? war. Immerhin
Ist es doch gelungen, 16,56 mg Colamin (=? 3,80 mg N) neben

140,4 mg Cholin (= 16,24 mg N) nachzuweisen und bis zu
85°/0 als Pikrolonat zu isolieren.

*) Pikrolonsaure 16st sich zu etwa 3#0 in Ather. Die Anwendung
einer gesattigten Losung ist zu vermeiden, damit sich nicht wahrend der
bei der Destillation statlfindenden Konzentration Pikrolonsaure. ausscheidet.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVI. 21
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Tabelle 4.

Einge- Dauer Erhaltenes  Einge- Dauer '™ Alkohol gefundener Wiederge-

fihrtes der Ex- Pikrolonat fiihr- derEx- N Nach K{eff'ah'dos fundener
Colamin ||.'ak' ] tes trak- - in °/0 des eingefunhrten , Gesamt-N
) tion in °fo Cholin tion in einge- _Cholin-N —in <o des
In n in mg des in in m fuhrten nggs i):bdz:l’g Einge-
mg N Stund. berechn. M9 N Stund. Cholin-N Hiilse gebt. fihrten N
' Colamin-N~*;
7,25 14 1659 98,6 — — — .
7,50 24 1560 89,6) — - — — — —
15.20 24 3322 941" | 406 o 448 1103 88,2 97,5
15,20 24 3250 921 406 3 532 131 101,5 100,3
3,80 24 754 854 1624 5 16,32 1005 97,1 97,7
. 3,80 24 70,4 798 1624 3 1568 96,6 91,8 93,3

Wir haben nun dieses Verfahren fur die Phosphatid-
untersuchungen benutzt und als Material zuerst das Lecithinum
purissimum ex ovo von Merck, welches ja unzweifelhaft ein
Gemenge verschiedener Phosphatide darstellt, verwendet. Etwa
74 g nicht getrocknetes Lecithin wurden mit 725 ccm 16°/oiger
Schwefelsdure 6 Stunden in kochendem Wasserbad am Riick-
fluBkihler erhitzt.3) Nach dem Abkihlen wurde die feste Fett-
sauremasse abgesaugt, das Filtrat mit hei gesattigter Atz-
barytlésung bis zur schwach sauren Reaktion versetzt und
zentrifugiert. Die klare Losung wurde eingeengt, mit Baryt-
wasser schwach alkalisch gemacht, filtriert, mit basischem Blei-
acetat ausgefallt, vom reichlich entstandenen Niederschlagd)
abgesaugt und mit Schwefelwasserstoff behandelt. Die vom
Schwefelblei abfiltrierte Flissigkeit wurde mit Salzséure ver-
setzt, eingeengt, nach Zufligen von Wasser wieder eingeengt
und so wiederholt behandelt, bis die Essigsaure entfernt war.

) Die Untersuchung der Hulse nach der Extraktion ergab
0,756g N — 10,1 °/o.

*) Dieser Wert wurde erhalten durch Subtraktion des Stickstoffs des
Colamins im Pikrolonat von dem Stickstoff in dem eingefihrten Colamin.

3) Um das Lecithin in der Schwefelsdure besser zu verteilen, wurde
es in atherischer Losung mit der Schwefelsdure versetzt und unter be-
standigem Schutteln der Ather verdunstet.

4) Dieser Niederschlag enthielt nach dem Auswaschen 103,6 mg N.
und 16,6 mg Amino-N.
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Durch Aufnahme des Rickstandes mit absolutem Alkohol,
Filtrieren, Eindampfen, abermaliges Aufnehmen mit Alkohol
und mehrfache Wiederholung dieses Verfahrens lieRen sich
die anorganischen Salze (Na, Ca, H2S04, H3PO4) und durch,
Kochen der waésserigen Lésung mit Tierkohle Farbstoffe und
Schmieren entfernen. Die schlieBlich erhaltene Masse erstarrte
ihrer ganzen Menge nach krystallinisch, l6ste sich klar und
farblos in Wasser und mit einer ganz geringen Opalescenz
in Alkohol. Die Loésung wurde auf 100 ccm gebracht und flr
die Untersuchung verwendet. Sie enthielt in 1 ¢gm 7,36 mg N

und 1,162 mg Amino-N. Der Amino-N betrug also 15,8°/o des N.
1 ccmverbrauchte nach Kjeldahl 5,22 ccm "'/to-Séure= 7,31 mg N

1 * * 520 » * =728 * N 736
1 * * * » 535 * » =749 » N

5 »gaben nach v. Slyke 11,25 ccm Gas (724,5 mm, 18,5°) = 5,81 mg N
5 » » * 11,25 >» (7245 * 185¢) =581 » N

Von dieser Lésung wurden nun abgemessene Mengen
eingedampft und nach der Kalk&athermethode untersucht.
Die Ergebnisse finden sich in der Tabelle 5 zusammengestellt.
Folgendes ist noch hinzuzufiigen.

In den Versuchen 1 und 2 wurde das Colamin als Pikrolonat
bestimmt und identifiziert (Zersetzungspunkt, Krystal)form, Ana-
lyse) in den Versuchen 3 und4 wurde es nach v. Slyke bestimmt.

Versuch 1 setzt sich aus zwei mit gleichen Mengen Sub-
stanz angestellten Parallelversuchen la und lb zusammen.
In beiden war die Menge des erhaltenen Pikrolonats die gleiche,
88,5 und 88,2 mg. Die Menge des N und des Amino-N im
Alkoholauszug und die Menge des N im Hulsenriickstand wurde
in Versuch Ib, die Menge des Amino-N im Hulsenrickstand
iIn Versuch la bestimmt. Der Alkoholauszug von Versuch la
diente fur die Isolierung und Identifizierung dos Cholins. Wir
dampften ihn zu dem Zweck nach Salzsdurezusatz ein, nahmen
den Rickstand mit absolutem Alkohol auf, filtrierten ganz
geringe Mengen sich nicht l6sender Substanz ab und engten
wieder ein. Der Rickstand l6ste sich jetzt vollig klar in Alkohol
auf. Die Losung wurde mit Platinchlorid geféllt, die Fallung
am nachsten Tage abfiltriert, getrocknet und gewogen. Sie
wog 665,8 mg und enthielt 31,92°/0 Platin, bestand also aus

21+
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Cholinplatinchlorid, welches 31,64°/0 Platin besitzt. Im Filtrat
der Platinfallung fanden sich noch 0,39 mg Amino-N (0,7 ccm,
739 mm, 19°), wahrend der Alkoholauszug des Parallelversuches
0,65 mg enthielt. Ein Teil des Colamins war also aus der kon-

zentrierten Ldsung,
mitgefallt worden.
30,29 mg N.

Dauer der Atherextralction in
Stunden . . .« . . . . .

Dauer der Alkoholextraktion
in Stunden...............

Gesamt-N eingefi'hrt . . mg
aus Ather ! m°

\=

aus Alkohol (mg

[ 7»

Gesamt-N .
wieder- auidﬁt?]e: fmg
erhalten - Alkonot 1°/o
aus Hiilsen- (Mg
rickstand | /g
Insgesamt ﬂ?
Amino-N eingefthrt. . . mg
aus Ather (E}g
aus Alkohol mg
_ J /o
Amino-N Ather i[Mg
—— aus er |
wikripr + Alkohol
erhalten =

aus Hilsen-[mg
rickstand [ </

m
Insgesamt [mg

l "T»

in der die Fallung vorgenommen wurde,
665,8 mg Cholinplatinchlorid entsprechen

Tabelle 5.
1 d», Ib) 2 3 4
24 42 24 30
5 5 5 s 5
36,80 58,88 184,00 184,00
3,80 5,96 17,98 19,85
10,3 10,1 9,8
30,04 I — 158,4 155,30
v 816 _ 85,9
33,84 — 176,02 175,15
91,9 — 95,6
2,63 3,81 — _
7.1 6,5 —
36,47 — — —
290 — —

5,81 9,296 29,05 29,05
8,80%) 5,96%) 17,98 19,85
65,4*) 64,10») 61,9
0,65 0,44 5,59 6,34
11,2, 4,7 19,2
4,45 6,4 23,57 26,19
76,6 68,8 81,1
1,03 2,42 — —
17,7 26,0 —

5,48 8,82 — _

94,3 94,8 —

‘) Aus Colaminpikrolonat berechnet.

10,8

84,4

95,2

68,3

21,8

90,1



Ein neues Verfahren zur Abtrennung von Athanolamin usw. 307

Belege.
Versuch la. \

Atherauszug. Das Pikrolonat wog 88,5 mg «= 3,81 mg N. Zer-
setzungspunkt 226°, aus Alkohol charakteristische Krystalle mit Zwillings-
formen. Analyse siehe bei Versuch 2.

Alkoholauszug. Cholinplatinchlorid 665,8 mg = 30,29 mg N.

289,5 mg hinterlieBen beim Glihen 92,4 mg Pt = 31,92 ¢/s.

Hulsenrickstand. Er enthielt 1,03 mg Aminostickstoff (1,9 ccm
Gas, 728 mm, 20°).

Versuch Ib.

Atherauszug. Das Pikrolonat wog 88,2 mg > 3,80mg N. Zer-
setzungspunkt und Krystallform wie oben. Analyse siehe bei Versuch 2.

Alkoholauszug. Die Losung, welche 50 ccm betrug, enthielt
30.04 mg N und 0,651 mg Amino-N.

6,25 ccm verbrauchten nach Kjeldahl 2,68 ccm n/io-Saure = 3,755 mg N.
25 ccm gaben nach v. Slyke 0,6 ccm Gas (727,5 mm, 21°) = 0,3254 >

Hulsenrickstand. Er enthielt 2,634 mg N (1,88 ccm n/io-Séaure

nach Kjeldahl).

Versuch 2.

Atherauszug. Das Pikrolonat wog 138,3 mg = 5,959 mg N.
Zersetzungspunkt und Krystallform wie oben. Fir die Analyse wurde es
zusammen mit den Pikrolonaten aus Versuch 1a und 1b aus Alkohol
umkrystallisiert. 0,1109 g gaben nach Dumas 21,66 ccm (728 mm, 16°)
= 21,70@ N statt 21,54#/o.

Alkoholauszug. Die Lésung, welche 25 ccm betrug, enthielt
0,436 mg Amino-N.

10 ccm gaben nach v. Slyke 0,35 ccm Gas (730 mm, 17°) = 0,194 mg N.
15 > » » 042 » » (730 * 18®) ™ 0,232 *

Hulsenrickstand. Die waésserige, mit Kohlensdure behandelte
Ldsung, welche 50 ccm betrug, enthielt 3,81 mg N und 2,418 mg Amino-N.
25 ccm verbrauchten nach Kjeldahl 1,36 ccm n/to-Séure *= 1,905 mg N.
25 ccm gaben nach v. Slyke 2,2 ccm Gas (731 mm, 19®) = 1,209 *

Versuch 3.

Atherauszug. Die Lo6sung, welche 25 ccm betrug, enthielt
17,98 mg Amino-N.
,3,0ccm gaben nach v. Slyke 3,9ccm Gas (729mm, 17,5%) >»> 2,1528mg N.
3,02 » » » » 395 * » (729 » 18®) = 2,1755 »

Alkoholauszug. Die Losung, welche 100 ccm betrug, enthielt
158.04 mg N und 5,59 mg Amino-N.
5 ccm verbrauchten nach Kjeldahl 5,61 ccm o/io-Sédure = 7,86 mg N.
5 > > » * 567 > » 7,944 *
5 > gaben nach v. Slyke 0,45 ccm Gas (721 mm, 19°) = 0,244 »
5 » > » 06 > » (721 » 19®) = 0,315 »
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Versuch 4.
Atherauszug. Die Lo6sung, welche 50 ccm betrug, enthielt
19,85 mg Amino-N.
4 ccm gaben nach V. Slyke 2,90 ccm Gas (729 mm, 19°) = 1,59 mg N.
4 > » 290 * * (729 » 195°) = 1585 »
Alkoholauszug. Die Ldsung, welche 100 ccm betrug, enthielt
155,3 mg N und 6,34 mg Amino-N.

5 ccm verbrauchten nach Kjeldahl 5,5 ccm nfi«-Sdure = 7,7 mg N.

5 > » * » 559 » > =783 »
5 * gaben nach v. Slyke 0,55 ccm Gas (721 mm, 19°) = 0,2982 mg N.
5 ¢ > _ ¥ * 062 » * (721 » 19°) = 0,336 *

Aus den Versuchen ergibt sich einmal, dall das Ver-
fahren zur Abscheidung des Colamins und zu seiner ldentifi-
zierung geeignet ist und weiter, dal in dem untersuchten
Phosphatid auf3er Cholin und Colamin noch ein anderer Atom-

komplex vorhanden ist. welcher Stickstoff enthalt, und daR
dieser Stickstoff jedenfalls zum Teil Aminostickstoff ist.

Die Untersuchungen mit dieser Methode werden fortgesetzt.



