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Ueber die Verseifbarkeit .
einiger Sdureimide (Diamide) und Aminséduren
durch Fermente.

Von

Dr. M. Gonnermann.

Den in diesem Archiv Bd. 89 8. 493 veroffentlichten Unter-
suchungen itber die Verseifbarkeit einiger Séure-Amide und -Anilide
durch Fermente reihen sich die nachstehenden als Erganzung an;
es kann daher von der Wiedergabe der allgemeinen Methode des
Verfahrens abgesehen und auf die erste Arbeit verwiesen werden;
nur die Abweichungen, welche die Imide (Diamide) bei den einzelnen
Versuchen bedingen, sollfen Erwihnung finden; bemerkt soll aber
hier auch sogleich werden, dass ich die Unldslichkeit des Fluor-
patriums in 5596 igem Alkohol, auf die ich in meiner ersten Ver-
suchsreihe noch nicht aufmerksam geworden war, jetzt wiederholt
zur Entfernung dieses oft storend wirkenden Stoffes aus den Ver-
suchsgemischen benutzt habe.

Die verwendeten Fermente sind dieselben geblieben wie bei der
ersten Versuchsreihe; die Organe — Leber und Niere — stammten
gleichfalls vom Schaf. Die zur Prufung gelangten Imide und Amin-
sauren waren folgende: Oxaminséure, Sueeinimid, Suecin-
aminsiure, Dibenzamid, Disalicylamid, Phtalimid,
denen sich Parabansiure anschloss. Versuche mit Diacetamid
und Oximid habe ich nicht ausgefithrt, weil die Darstellung dieser
beiden Priparate zu umstindlich ist; bei dem Diacetamid ist zudem
ohne Weiteres nach meinen Versuchsresultaten anzunehmen, dass
dasselbe durch diejenigen Fermente zerlegt wird, die das Acetamid
spalten). An Stelle des Oximids andererseits glaubte ich Oxamin-

1) Wabrend diese Arbeit druckfertig war, kommt mir durch Prof. Nasse
ein Abdruck eines Vortrages von F. Hofmeister: Ueber den Bau des Kiweiss-
molekuls, gehalten auf der 74. Versammlung deutscher Naturforscher und Aerzte
in Karlsbad (Naturwissensch. Rundschan Bd. 17 Nr. 42 u. 43. 1902), zur Hand,
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saure setzen und im Falle der Nichtzersetzung dureh Fermente und
Histozyme auf ein gleiches Verhalten des Oximids selbst schliessen
zu durfen.

Versuche uber die Zersetzung der hier in Frage kommenden
Tmide im Thierkdorper sind nur von Fr. Koehne!) angestellt
worden; bei dem Succinimid, Dibenzamid und Phthalimid wird der
von Koehne erhaltenen Resultate gedacht werden.

Suecinimid und Phthalimid waren von Kahlbaum-Berlin be-
zogen; die ubrigen Priparate habe ich selbst dargestellt.

Oxaminsinre.

Der Darstellung der Oxaminsiure lag zundchst die Arbeit von
Ost und Mente?) zu Grunde. Nach Balard?®) soll das saure
Ammoniumoxalat im Oelbad auf 220°—230° erhitzt werden, die
Masse wird hierbei anfangs flussig, dann teigig und blaht sich schliess-
lich unter Entwicklung von Ammoncarbonat auf. Ost und Mente
geben die Zersetzungstemperatur bei 140 ° an, bis die Masse zahe
wird, — es ist mir nicht gelungen, bei dieser Temperatur eine solche
Masse zu erlangen, sondern dieser Zustand trat erst bei 180° ein.

Nach dieser Vorschrift arbeitend, musste bald auffallen, dass
das oxaminsaure Baryum in Lésung bleiben soll, wihrend zur Dar-
stellung dieses Salzes oxaminsaures Ammonium durch Baryumechlorid
umgesetzt wird, — d. h. oxaminsaures Baryum fallt aus?), wie denn
auch die meisten Salze der Oxaminsaure sehr schwer in Wasser
loslich sind.

i welchem es heisst: ,Das auf Eiweiss so kraftig wirkende Trypsin ist nicht
im Stande, Hippursaure zu spalten oder auch nur aus sonst so labilen Saure-
amiden wie Acetamid und Asparagin den Ammoniakrest abzutrennen.” Ich habe
daraufhin meine Versuche wiederholt und fand die Resultate der ersten Versuchs-
reihe voll bestatigt: Trypsin verseift Acetamid unter Abspaltung
von Essigsaure; es entwickelte sich sogar beim Eindampfen des Haupt-
versuches Ammoniak, welches rothes Lackmuspapier blaunte, wabrend im Control-
versuch Acetammd sich verfluchtigt und blaues Liackmuspapier durch die Dampfe
schwach gerothet wird.

1) Ueber das Verhalten einiger Saureimide 1m thierischen Organismus. Aus
dem Institut fur physiol. Chemie und Pharmakologie in Rostock (Director Prof.
Dr. 0. Nasgse). Inaug-Dissert. Rostock 1894.

2) Berichte d. chem. Gesellsch. Bd. 19 8. 3229.

3) Annal. £ Chem. Bd. 42 8. 197.

4) Engstrom, Annal. f. Chem. 1856 S. 453.
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Die Ausbeute war ubrigens sehr gering.

Viel schneller und ganz glatt im Verlauf erhalt man die Oxamin-
siure nach Toussaint?) aus Oxamid durch Kochen mit Ammoniak;
nach vierstuindigem Kochen war das Oxamid vollstindig geldost und,
da beim Erkalten der Losung keine Ausscheidung erfolgte, in Oxamin-
gdure ubergegangen; die heisse Losung wurde filtriert und so lange
eingedampft, bis beim Herausnehmen einer Probe dieselbe sofort
erstarrte; dann wurde starke Salzsaure bis zur stark sauren Reaction
unter Umruhbren zugefugt und das Gemisch 24 Stunden stehen gelassen.
Auf Zusatz der Salzsiure schied sich die Oxaminsaure sofort als weisses
Pulver aus; die uberstehende Flussigkeit wurde abgegossen, der Nieder-
schlag mit alkoholbaltigem Wasser, welche zwar Salmiak, jedoch
nicht Oxaminsaure lost, ausgesiisst und schliesslich auf dem Saug-
filter mit verdunntem Alkohol ausgewaschen, bis Silberlosung keine
Trubung bewirkte. Eine Probe des getrockneten, weissen Pulvers
in heissem Wasser geldst gab auf Zusatz von etwas Ammoniak
durch Caleiumehlorid keine Trubung; ebenso wurde Permanganat-
losung bei Gegenwart von Schwefelsiure nach fiinf Minuten nicht
entfirbt, so dass ich wohl annebmen kann, dass die Oxaminsiure
vollig frei von Oxalsiure war.

Die nun folgenden Versuche mit Fermenten lehnen sich ganz
denen mit Oxamid an: von den Filtraten wurden 50 cem, ent-
sprechend 0,25 Oxaminsiure, abgenommen, durch Ammoniak alkaliseh
gemacht aufgekocht, nochmals filtrirt, das Filtrat siedendheiss mit
Essigsaure iihersattigt und noch heiss mit 10 %oiger Calciumchlorid-
losung versetzt, ein entstehender Niederschlag mit heissem Wasser
ausgewaschen, bis Ammoniumoxalat keine Trubung mehr gab, und
auf Oxalsaure in stark schwefelsaurer Losung durch Permanganat
gepruft.

Versuche mit thierischen Fermenten.

Pepsin. Es wurden nur 1,6 ecem Permanganatlosung ver-
braucht, und blieb die Farbe eine halbe Stunde unveridndert, —
ganz gleich wie bei den Versuchen mit Oxamid; Oxaminsdure wird
durch Pepsin nicht in Oxalssiure ubergefuhrt.

Trypsin. Die zugesetzten 25 ccm Sodalosung wurden durch
die Oxaminsiure vollig neutralisirt, so dass sich ein weiterer Zusatz

1) Annal. £ Chem. Bd. 120 S. 237.
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von 25 cem nothie machte; eine Umsetzung in Oxalsaure fand
nicht statt.
Ptyalin ist ohne Einwirkung.

Versuche mit Histozymen.

Leber wirkt nicht auf Oxaminsdure ein, wie daraus hervorgeht,
dass der Verbrauch an Permanganat sehr gering und in beiden
Versuchen ziemlich das Gleiche war; es mussten bei einer Um-
setzung in Oxalsaure 0,3 Oxaminsiiure — ich nehme an, dass ein
Theil in dem Pressruckstand geblieben ist — 76 cem Y10 Perman-
ganatlosung bendthigt haben.

Niere war gleichfalls wirkungslos.

Versuche mit pflanzliechen Fermenten.

Maltin und Invertin sind unwirksam.

Emulsin. Das Emulsin loste sich im Hauptversuch nicht auf,
jedenfalls in Folge der sauren Reaction des Gemisches; nach zwei-
tagigem Stehen nahm ich die Prufung auf Oxalsiure vor, fand
jedoch keine; ich fuete somit einem neuen Versuch 30 eem Soda-
losung hinzu, — das Emulsin blieb in truber Losung, und auch in
diesem Versuch war Oxalsiure nicht nachzuweisen.

Aus meinen Versuchen mit den einfachen Oxalsiure- Amiden
geht hervor, dass dieselben durch alle angewandten Enzyme nicht
gespalten werden, auch unzersetzt und, im chemischen Sinn, un-
schiadlich den Thierkorper passiren, wie ich als sicher angenommen
habe und durch Kobert’s neue Versuche mit reinem Oxamid,
wie er mir mittheilte, bestatigt worden ist. Anders dagegen steht es
mijt den complicirten Verbindungen — insbesondere Parabansiure,
Alloxan und Alloxantin —, die nach den Versuchen von Koehne
im Thierkérper fast vollkommen zerstort werden. Durch welche
Krifte dies geschieht, ergeben die anschliessenden Versuche; was
das Wie angeht, so ist wohl mit Sicherheit anzunehmen, dass aus
den genannten Korpern zunachst Oxalsiure abgespalten wird — bei
der Parabansiiure wahrscheinlich nach vorgangiger Umwandlung in
Oxalursiure —, die denn, wie auch Koehne aus dem Nichtauftreten
von Oxalursaure im Harn schliesst, sofort weiter zerfalit. Der Voll-
stindigkeit wegen fubrte ich einige Versuche mit Parabansdure

CO0—CO ) .
NH< | aus; diese geht sehr leicht unter Aufnahme von
CO—-NH
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Wassermolekilen in Oxalursiure und Oxalsiure iber; es ist dewm-
nach eine Umsetzung durch Fermente leicht zu erkennen, wenn im
Reactionsgemisch sich Oxalsdure nachweisen liasst. Koehne gibt
als charakteristische Reaction fur Parabansiure an — und bezieht
sich auf ,Harnanalyse® von Neubauer und Vogel und auch Beil-
stein —, dass ammoniakalische Chlorcaleiumlosung in der Kalte keinen
Niederschlag gibt; in der ,Harnanalyse“?!) finde ich jedoch folgende
Angabe. die sich nicht auf Parabansdure, sondern auf Oxalurssure
bezieht: ,Versetzt man eine wassrige, missig verdunnte Losung von
oxalursaurem Ammon mit Chlorcaleinum und Ammoniak, so entsteht
kein Niederschlag; die Flussigkeit bleibt vollkommen klar; erwirmt
man dagegen die Mischung, so tritt sehr bald, noch weit vor der
Siedhitze, Tritbung ein, und oxalsaurer Kalk scheidet sich massenhaft
aus. Dieses Verhalten ist unzweifelhaft die empfindlichste Reaction,
mit weleher sich noch unglaublich kleine Mengen von Oxalursiure
erkennen lassen, sobald man das Mikroskop zu Hulfe nimmt.“ —

Nach diesen Angaben Neubauer’s wirde also, falls in den
Versuchsgemischen sich oxalsaurer Kalk ausscheidet, die Paraban-
sure bereits durch Einwirkung von Fermenten in Oxalursiure uber-
gegangen sein. Wie Ausserst schnell diese Umsetzung eintritt, er-
geben die nachfolgenden Versuche,

Um nun aber sicher zu sein, dass die eventuell nachgewiesene
Oxalsaure nur durch Einwirkung der Fermente entstanden ist, dampite
ich eine schwach durch Soda alkalisch gemachte Losung von Parabau-
gaure (0,5:100) Kahlbaum auf dem Wasserbad zur Trockue
ein, nahm das blendend weisse Pulver im Wasser auf, ubersittigte
die Losung mit Salzsiure, fugte Ammoniak und Chlorcalciumlosung
zu und beobachtete, dass sofort ein starker Niederschlag
eintrat, welcher unter dem Mikroskop krystallinische Gebilde
schwer erkennen liess; jedoch erschienen die -charakteristischen
Formen des Calciumoxalates, als der Niederschlag in etwas Salz-
saure und Wasser gelost und Ammoniak vorsichtig ubergeschichtet
wurde, — bis sich die Flussigkeit vollstandig geklart hatte,

Nach diesem uberraschenden Resultat leitete ich folgende Ver-
suche ein:

1. eine Losung von Chlorcaleium, mit Ammoniak versetzt, wurde
erwiarmt und bei Seite gestellt;

1) Neubauer und Vogel S. 84,
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2. eine Losung von Parabansiure mit Ammoniak neutralisirt und
sofort mit Chlorealeium versetzt;

3. die gleiche Losung drei Stunden stehen gelassen und dann mit
Chlorcalcium versetzt;

4. die gleiche Lisung auf dem Wasserbad erwarmt, abgekiithlt und
derselben Chlorcaleium zugegeben;

5. eine Losung von Parabansidure im Wasserbad von 60 © Yz Stunde
erwarmt, dann Ammoniak und Chlorcalcium zugefiigt

und beobachtet, dass bei

1. keine Verinderung eintrat, da selbstverstindlich;

2. nicht sofort ein Niedersehlag entstand, jedoch nach schwachem
Erwirmen;

3. ein Niederschlag nach einigen Secunden sich bildete;

4. der Niedersehlag sofort eintrat;

5. nicht sofort, jedoch nach kurzem Stehen bei Zimmer-
temperatur ein Niederschlag entstand.
Die Niederschlige bestanden aus Calciumoxalat.

Nach diesen Versuchen wird somit die Parabansiure bei Gegen-
wart von Soda und Ammoniak selbst bei niedrigerer Temperatur, als
sie beim Eindampfen auf dem Wasserbad erzielt wird, sowie bereits
beim einfachen Erwirmen einer wassricen Losung derselben auf
60 © C. schon in Oxalsaure umgesetzt; da nun auch eine ammonia-
kalische Parabansaurelosung fur sich bereits nach einigen Stunden
verandert wird und mit Chlorealciumlosung einen Niederschlag von
Calciumoxalat gibt, simmtliche Versuchsflussigkeiten aber, besonders
diejenigen mit thierischen Organen, um die Eiweissstoffe zu ent-
fernen, erwirmt oder aufgekocht werden mussen, so konnen die
Resultate der Versuche uber die Einwirkung von Fermenten auf
Parabansiure nur sebr zweifelhafter Natur sein, und habe ich aus
diesem Grunde solche nicht ausgefuhrt; es lasst sich also leider
experimentell nicht nachweisen, in welehen Organen die Bildung
von Oxalursiure oder Oxalsiure aus Parabansaure vor sich geht, —
vielleicht schon im Magen durch die Salzsiiure oder im alkalischen
Dunndarm ?

Suceinimid.

Bei diesen Versuchen machte ich anfangs die Erfahrung, dass
bei allen Aetherausschuttelungen der Haupt- und Controlversuche
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stets ein stickstoffhaltiger Ruckstand erhalten wurde; es musste mich
dies befremden, da bei dem Zusatz von Phosphorsiure etwa gebildete
Succinaminsdure in den Aether nicht ubergehen konnte, weil diese
in Aether und Alkohol unldslich ist, und die erhaltenen Krystalle
die rhombischen Tafeln des Succinimids zeigten. Es lag also die
Moglichkeit nahe, dass das Suceinimid sich schwerer in Aether und
Alkohol lost, als in der Literatur angegeben ist, und daher der
Verdampfungsriickstand nicht genugend mit Aetheralkohol aus-
geschiittelt worden war.

Um die Gegenwart der Bernsteinsdure nachzuweisen, benutzte
ich die Fallbarkeit von Eisenoxydlosungen durch ihre Neutralsalze in
der Siedhitze; den vom Aetheralkohol ungeldsten, von Sucecinimid
vollig befreiten, getrockneten Ruckstand extrahirte ich mit 55 %/oigem
Alkohol, welcher nach meinen bereits erwihnten Versuchen kaum
eine Spur des sehr storend wirkenden Fluornatriums aufnimmt, da-
gegen Natriumsuccinat leicht 16st, verdampfte das Filtrat zum Theil,
neutralisirte und prufte mit Eisenchloridlosung: eine beim Erhitzen
auftretende gallertartice Ausscheidung konnte nunmehr nur durch die
Gegenwart von Bernsteinsiure bedingt sein, denn Succinamin-
gsaure farbt zwar Eisenchloridlosung dunkel blutroth,
lasst jedoch kein basisches Salz beim Erhitzen aus-
fallen, und Succinimid gibt mit Eisenlosung itberhaupt

keine Farbenreaction.

Versuche mit thierisechen Fermenten.

Pepsin. Das Versuchsgemisch wurde unter Zusatz von
etwas Natriumbicarbonat™ zur Trockne eingedampft. Bernsteinsiure
war nicht nachzuweisen, wohl aber trat eine Dunkelfirbung der Fisen-
chloridlosung ein, so dass Succinimid durch Pepsin nur in Succinamin-
sgure ubergefubrt wird.

Trypsin. Der alkoholische Verdampfungsriickstand, mit sehr
wenig Wasser aufgenommen, wurde durch verdunnte Salzsdure genau
neutralisirt; auf Zusatz von Eisenchlorid und Erwirmung entstand
eine tief braunrothe Flissigkeit, welche beim Kochen keine Aus-
scheidung gab; eine andere Probe entwickelte mit Kalilauge
Ammoniak, so dass ich annehmen mochte, dass auch durch Trypsin
keine Abspaltung von Bernsteinsiure aus Succinimid bewirkt, sondern
nur Succinaminsiure gebildet wird.

Ptyalin ist ohne Einwirkung.
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Versuche mit Histozymen.

Der filtrirte, unter Zusatz von etwas Natriumbicarbonat ein-
gedampfte Digestionsauszug wurde eingedampft, der Ruckstand durch
Aetheralkohol vom Succinimid befreit, das Ungeloste nach Ver-
dampfen der Flussigkeit mit 55 %oigem Alkohol ausgezogen und
nach Neutralisation der Losung auf die Umsetzungsproducte weiter-
gepruft, wie bei den FEnzymen angegeben. Leider storte der
Extractionsfarbstoff in der Losung die Farbenreaction etwas.

Leber. Die moglichst verdunnte Losung wurde nach dem
genauen Neutralisiren mit Fisenchloridlosung versetzt und bis zum
Sieden erhitzt; es entstand hierbei ein dunkelrother, gelatindser
Niederschlag, und da eine Probe, mit starker Kalilauge gekocht, kein
Ammoniak entwickelte, durch die entwickelten Dampfe weder
Curcumapapier gebraunt noch rothes Lackmuspapier geblaut wurde,
s0 kanp auf Abwesenheit von Suceinimid und Suceinaminsiure sicher
geschlossen werden: es ist durch das Leberbistozym aus Suceinimid
Bernsteinsiure abgespalten worden, welche auch andererseits beim
Ausschutteln der mit Phosphorsaure ubersittigten Losung mit Aether
und Verdampfen desselben in Krystallen erhalten wurde.

Niere Die mit Aether und 55 %oigem Alkohol ausgezogenen
Ruckstinde wurden in Wasser gelost und mit Eisenchloridlosung
versetzt: Suecinaminsdure und DBernsteinsiure waren nicht nach-
zuweisen; Nierenhistozym ist ohne Wirkung.

Aus den erwihnten Versuchen von Koehne ergibt sich klar,
dass bei Futterungsversuchen mit Hunden nur ein sehr geringer
Theil des in den Korper eingebrachten Materials denselben un-
zersetzt passirt, der grosste Teil dagegen im Thierkdrper in Bern-
steinsaure umgewandelt wird und diese selbst dann, wie die Unter-
suchungen von v. Longo?!) und Erdmann?) gzeigen, in dem-
selben vollkommen zerfallt.

Versuche mit pflanzlichen Fermenten.

Maltin, Invertin und Emulsin sind ohne Einwirkung auf
Succinimid.

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie Bd. 1 8. 214.
2) Ebenda, Anmerkung.
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Succinaminsiure.

Durch die soeben mitgetheilten, mit Succinimid angestellten
Versuche ist erwiesen, dass die meisten Fermente wirkungslos sind,
die wirksamen aber, Pepsin und Trypsin, dieses Imid zwar spalten,
aber auch nur bis zur Bildung von Suceinaminsdure. So sind denn
Prifungen mit diesen beiden zunletzt genannten Fermenten natur-
gemiss tnberfliissig; die mit den ubrigen waren voraussichtlich
erfolglos, doch habe ich sie der Vollstindigkeit wegen noch an-
gestellt. Ebenso habe ich auch noch Versuche mit Leberhistozym
gemacht, um festzustellen, ob Suecinaminséiure nicht allein im Ent-
stehungszustande, sondern anch als geschlossenes Molektil zerlegt wird.

Zur Darstellung der Succinaminsiure hat sich mir am meisten
folgendes Verfahren bewahrt: Ein Gemisch von 30,0 Succinimid,
485 — die dquivalente Menge — Barythydrat und 200,0 frisch aus-
gekochten destillirten Wassers wurde im Erlenmayer-Kolben mit
eingesenktem Thermometer bis 75° 24 Stunden erwirmt; da bei
dieser Temperatur sich kein Ammoniak entwickelt, so ist die Ein-
wirkung des Baryumhydroxyds auf Succinamiusiiure weniger energiseh,
als bei Anwendung von Calciumhydroxyd beobachtet.

Vortheilhaft ist es, sich erst Barytwasser frisch darzustellen, da
sich immer wieder etwas Baryumcarbonat ausscheidet, und in das
Filtrat bei 75° C. das Succinimid einzutragen; dasselbe lost sich
sofort, und eine spitere schwache Trubung von Baryumcarbonat kann
man unberiicksichtigt lassen. Zum Abscheiden der Sdure aus dem
succinaminsauren Baryum soll emne geringe Menge des Salzes un-
zerlegt bleiben; ich entnahm daher der alkalischen Losung 30 cem,
fallte die ubrige Menge mit verdunnter Schwefelsaure genau aus
und fugte die zuruckbehaltene Menge zu; das Filtrat wurde vor-
sichtig concentrirt, in e¢ine grosse Menge mit etwas Aether ver-
mischten Alkohols unter stetem Ruhren in dunnem Strahl eingegossen
und die Ausscheidung einige Tage zur volligen Klarung beiseite-
gestellt. Das mit Aetheralkohol ausgewaschene feine weisse Pulver
gab in Wasser gelost auf Zusatz von FEisenchloridlosung beim
Erwidrmen eine tief dunkle Farbung, beim Kochen jedoch keine
Ausscheidung, so dass das Praparat frei von Bernsteingiure war.
Diese Reaction benutzte ich zur Erkennung der Succinaminsaure fur
sich wie auch neben Bernsteinsaure; eine dunkelgefarbte Flussigkeit
mit einem gallertigen Niederschlag beim Koechen enthilt beide Sduren;
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ist die Flussigkeit dagegen uber dem Niederschlag farblos, so war
nur Bernsteinsiure zugegen: denn Succinimid gibt mit Fisenchlorid
keine Reaction. Da sich bernsteinsaures Natrium, wie mich Versuche
lehrten, leicht in 55 %oigem Alkohol auflést, Fluornatrium dagegen
wie schon erwahnt, nicht, so bedarf es demgemiss nur des Aus-
schuttelns der bei den Versuchen erhaltenen Verdampfungsrickstinde
mit verdunntem Alkohol, um in dieser Losung naeh genauer Neu-
tralisation direct auf Bernsteinsiure prufen zu konnen; ausserdem
verdampfte ich die alkoholische Losung auf dem Wasserbad, nahm
den Rickstand mit wenig Wasser auf und versetzte mit viel Alkohol,
filtrirte die Ausscheidung ab, wuseh mit Alkohol nach, loste in Wasser
und prufte weiter.

Versuche mit thierisehen Fermenten.

Ueber Pepsin und Trypsin ist das oben Gesagte zu ver-
gleichen.
Ptyalin war wirkungslos.

Versuche mit Histozymen.

Hier kam es darauf an, in Folge des stark gefarbten Digestions-
auszuges, die Eisenreaction deutlich zu machen; es wurde daher der
alkalische Verdampfungsruckstand zunachst mit Aether aunsgesehiittelt,
um Fett zu beseitigen; den Ruckstand zog ich mit 55 %/oigem Alkohol
aus, um Natriumsueeinat in Losung zu bekommen, und nach mehr-
maligem Wiederlosen, Schutteln mit Aether u. s. w. blieb schliess-
lich ein schwach gelblichgefarbter Ruckstand, welcher, in Wasser
gelost und neutralisirt, mit Eisenlésung gepruft werden konnte.

Leber. Es trat beim Aufkochen der Probeflussigkeit mit
Eisenlosung eine starke Duunkelfirbung ein, jedoch keine Fallung,
so dass ich annehmen muss, dass ein Theil der Succinaminsdure
noch unzersetzt vorhanden ist, ein Theil derselben jedoch in Bern-
steinsaure uibergefuhrt, diese aber zweifellos weiterzerlegt ist, weil
Sueceinimid durch Leber in Bernsteinsaure ubergefuhrt wird.

Niere. Beim Erhitzen mit Eisenchloridlosung entstand keine
gelatinose Ausscheidung, so dass eine Bildung von Bernsteinsiure
nicht anzanehmen ist.

Versuche mit pflanzlichen Fermenten.

Die pflanzlichen Fermente Invertin, Maltin und Emulsin
sind wirkungslos auf Succinaminsiure.
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Dibenzamid.

Dieses Priiparat musste erst dargestellt werden, und sollen nach
Barth und Senhofer?) in ein Gemisch von 7 Theilen rauchender
Sehwefelsdure und 4 Theilen wasserfreier Phosphorsaure allmahlich
7 Theile Benzonitril eingetragen, die Masse durchgeschuttelt und
nach einigen Stunden mit viel Wasser versetzt werden. Die Krystalle
krystallisirt man aus Alkohol um.

Nach dieser einfach erscheinenden Vorschrift kommt man nicht
zum Ziel, denn dem dick-oligen Sauregemisch sind die vorgeschriebenen
Mengen Benzonitril ,allmihlich — d. h. doch nach und nach oder
in kurzen Pausen — nicht zuzufugen, weil bereits nach der Zu-
setzung der Hilfte an Benzonitril die Gesammtmischung steinhart
wurde. Den zweiten Versuch mit 50,6 Benzonitril fuhrte ich mit
besserem Erfolg so aus, dass ich das Sauregemisch in einen starken
Porzellanmorser gab und unter stetem Ruhren ununterbrochen in
dimnem Strahl die vollige Menge Benzonitril zufugte; hierbei trat
naturlich eine Erwirmung ein, welche etwas Benzonitril verfluchtigte,
allein das Gemisch konnte bis zuletzt, wenn auch schwierig durch
seine steife Consistenz, gut durchgerithrt werden, — ein ,Durch-
schutteln®, wie ich es zuerst nach der Originalvorschrift im Kolben
vornehmen wollte, ist geradezu unmoglich.

Die Masse war bald steinhart geworden, blieb bis zum néichsten
Tag stehen, liess sich sehr schwer kleiustuckenweis aus dem Morser
bringen, — Porzellanschalen gehen hierbei sicher entzwei; die Stucke
zerrieb ieh fein, fugte wenig Wasser hinzu und erzielte dadurch
nach einiger Zeit ein gleichmissiges, syrupbses Gemisch, welches,
noch etwas mehr verdunnt, unter Ruhren in die 300fache Menge
Wassers an Benzonitril eingegossen, schnell eine milehige Fliissigkeit
gab, aus sehr feinen Flockchen von Dibenzamid bestehend. Die
vollstindige Ausscheidung des Productes dauert mindestens drei
Tage; der abfiltrirte, ausgesusste und abgepresste Niederschlag wuarde
in heissem Alkohol gelost, auf dem Wasserbad mit warmem Wasser
bis zur eintretenden Triibung versetzt und die Flussigkeit zur
Krystallisation beiseitegestellt; die Mutterlaugen wurden weiterver-
arbeitet, als noch farblose, geruchfreie Krystalle sich ausschieden.

1) Berichte d. chem. Gesellsch. Bd, 9 8. 975.
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Die Ausbeute betrug gegen 16 %o des Benzonitrils, — immer eine
geringe. i

Unloslich in Wasser, leicht loslich in Alkohol, zeigt-das Benzdiamid
unter dem Mikroskop die der Benzoésdure dhnlichen Fahnengruppen
wie auch grosse Nadeln, so dass der sichere Nachweis der Saure
erschwert ist, wenn nicht die rhombischen Platten mit den abgesetzten
Langsseiten vorhanden sind. Alle Versuchsgemische wurden mit
etwas Natriumbicarbonat eingedampft, der Ruckstand mit Wasser
wieder aufgenommen, das Filtrat eingeengt, mit Phosphorsaure uber-
sattigt, mit Aether ofter ausgeschuttelt, diese Losung vorsichtig ver-
dampft: das mikroskopische Bild sowie die Eisenreaction gaben mir
die Sicherheit von der Gegenwart der Benzoésaure oder Hippursiure.

Versuche mit thierischen Fermenten.

Pepsin. Beim Verdampfen des dtherischen Auszuges auf dem
Deckglas zeigten sich federfahnenartige Gebilde, die wohl auf Benzoé-
sdure schliessen liessen’; nach dem véiligen Eindampfen im Schalchen
resultirten neben den grossen, balkenformigen Krystallen des Dibenz-
amids, auch die Tafeln der Benzo&siure; es wird sonach das Dibenz-
amid dureh Pepsin zum Theil in Benzogsiure ubergefuhrt.

Trypsin; eine Verseifung des Dibenzamids war nicht ein-
getreten.

Ptyalin ist ohne Einwirkung.

Versuche mit Histozymen.

Leber. Der atherische Auszug, erhalten aus dem mit Phos-
phorsaure angesiuerten Riickstand, gab beim Verdampfen tafelférmige
Krystalle, die als Benzoé&saure angesehen werden konnten; beim
Kochen mit starker Lauge entwickelte sich jedoch auch Ammoniak,
welches rothes Lackmuspapier blaute; desshalb wurde der Ver-
dampfungsruekstand mit verdunnter Sodalésung langere Zeit digerirt,
die Flussigkeit abfiltrirt, mit Phosphorsiure @ibersattigt, mit Aether
ausgeschittelt und dieser verdampft: es erschienen nunmehr die
charakteristischen Krystalle der Benzogsiure mit ihren abgesetzten
Lingsseiten wie auch gekreuzte Complexe der Hippursiure. Ein
anderer Theil der Flussigkeit wurde mit einem Tropfen Eisenchlorid-
l16sung versetzt und erhitzt: es entstand eine tief blutrothe Farbung,
welche meiner Ansiecht nach in diesem Fall nur auf die Gegenwart
von Benzogsiure zuruckzufuhren ist; eine isabellfarbene Ausscheidung

von basischem hippursaurem Eisen trat allerdings nicht ein.
E. Pfliger, Archwv fiir Physiologie. Bd 95. 20
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Es wirkt also das Leberhistozym auf Dibenzamid in gleicher
Weise verseifend ein wie auf Benzamid.

Niere. Durch das Nierenhistozym wird Dibenzamid gleichfalls
in Benzoésdure ubergefihrt.

Aus den Futterungsversuchen von Koehne geht hervor, dass
das Dibenzamid im Thierkorper unter Bildung von Benzoésiure zer-
setzt und diese als Hippursiure ausgeschieden wird.

Versuche mit pflanzlichen Fermenten.

Bei den Einwirkungen von Invertin, Maltin und Emulsin
waren Verseifungsproducte nicht nachzuweisen.

Disalicylamid.

Dieses Praparat stellte ich nach der Vorschrift von Schulerud?)
dar durch Ueberleiten von Salzsiuregas tber in einem Verbrennungs-
rohr vertheiltes und langsam erhitztes Salicylamid. Das erstarrte
Umsetzungsproduet, eine gelbliche Masse, wurde mit warmem Wasser
so lange verrieben und abgeschwemmt, bis eine Probe mit sehr ver-
dinnter, fast farbloser, durch einige Tropfen Salzsiure angesauerter
Eisenchloridlosung keine Blaufirbung mehr gab. Disalicylamid ist
in Wasser unloslich, schwer loslich in Aether, ziemlich leicht in
heissem Alkohol; die alkoholische Losung wird durch Eisenchlorid
roth gefirbt. Zusatz von Eisenchlorid zu in Wasser vertheiltem
Disalieylamid ruft keine Férbung hervor?). Den Nachweis von ge-
gebildeter Salicylsdaure konnte ich auf gleiche Weise wie bei Sali-
cylamid ausfiihren, da auch das Disalicylamid in concentrirter Am-
moniumacetatlosung nicht loslich ist; doeh ich zog vor, die Versuchs-
gemiseche zum Theil nach benothigter Zugabe von Natriumecarbonat
einzudampfen, das Natriumsalicylat durch Wasser auszuziehen, die
filtrirte Losung mit Phosphorsiure zu ubersittigen und den Ver-
dampfungsruckstand auf Salicylsiure zu prufen.

Versuche mit thierisehen Fermenten.

Pepsin. Der Aetherruckstand wurde fein zerrieben und mit
concentrirter Ammonacetatiosung unter Zusatz einiger Tropfen Salz-

1) Journal f. pr. Chemie Bd. 2 H. 2 8. 289.
2) Beilstein Bd. 2 S. 1499.
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siure vermischt, diese Losung mit Wasser verdiinnt, das Filtrat mit
Eisenchlorid gepruft — in diesem Falle konnte allein Salicyl-
siure zugegen sein —; es entstand eine tiefhlaue Farbenreaction,
so dass ich annehmen musste, dass das Disalicylamid durch Pepsin
in Salicylsiure ubergefuhrt worden ist. Allein, der Controlversuch
mit gekochtem Pepsin gab bei gleichem Verfahren die gleiche, wenn
auch scheinbar schwichere Farbenreaction! Nach dieser auffallenden
Erscheinung schien es mir moglich, dass die — wenn auch sehr geringe
— Menge der in beiden Fillen zugesetzten Salzsiure bereits Salicyl-
siure abgespaltet haben konnte. Nun hatte ich in den gleichzeitig
angestellten Trypsinversuchen beobachtet, dass in beiden Fillen,
also auch bei Verwendung von gekochtem Trypsin, Salicylsaure ge-
bildet wurde. Das fithrte mich denn zu der Vermuthung, die Spaltung
werde durch das kohlensaure Natrium veranlasst, welches ja den
Trypsin-Versuchsgemischen von vornherein zugesetzt, in den Pepsin-
versuchen aber in gewohnter Weise zum Neutralisiren benutzt worden
war, in dem letzteren Falle nicht ohne Vermeiden eines kleinen
Ueberschusses von Soda. In der That zeigte sich, dass auch ganz
schwache Sodalosung allein das Disalicylamid spaltet, wenn auch,
wie dies bei der Unloslichkeit des Amids begreiflich ist, nur zu
einem kleinen Theil. Ob das Pepsin gar nicht auf Disalicylamid
einwirkt, war nun freilich auch nicht entschieden; ich moehte aber
die Einwirkung schliesslich doch als nicht vorhanden bezeichnen,
da Aether aus den sauer gebliebenen Versuchsgemischen keinen
Eisenchlorid bliuenden Stoff aufnahm,

Mit Trypsin sind nach dem oben Mitgetheilten Versuche un-
moglich.

Ptyalin war ohne Einwirkung, weil die Eisenreaction direct
vorgenommen wurde und ausblieb.

Versuche mit Histozymen.

Bei der Empfindlichkeit des Disalicylamids Alkalien gegenuber
musste ich zunichst feststellen, ob nicht auch das alkalisch reagirende
Fluornatrium bereits einwirken konnte. Das ist aber auch bei lin-
gerer Digestion offenbar nicht der Fall, ich brauchte also nicht auf
die Verwendung des Fluornatriums in meinen wiederholten Versuchen
zu verzichten; nur musste der Zusatz von Soda be'i den Nieren-
versuchen fortbleiben; da in den Hauptversuchsgemisehen und in den

Controlversuchen mit gekochten Organen sich Salicylsiure nachweiscn
20 *
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liess, fuhre ieh diese auffallende Erscheinung darauf zuruck, dass
nach meiner Beobachtung sich das Disalicylamid bereits in 50 %/oigem
Alkohol 16st und demgemsdss Eisenchlorid eine Blaufarbung entstehen
lassen musste. Die Gemische der neuen Versuchsweise wurden nach
der Digestion aufeekocht, das Filtrat bis zum Syrup eingedampft,
diesem etwas Ammonacetat zugefugt, die Losung mit Wasser verdunnt
und filtrirt: Disalicylamid muss als unléslich zuriickbleiben, wahrend,
eventuell unter Zusatz von etwas Salzsiure, Kisenchloridlésung 1m
Filtrat Salicylsiiure erkennen lassen wurde.

Leber. Die Filtrate gab ich in sehr verdunnte, mit einigen
Tropfen Salzsiure versetzte Eisenchloridldsung: in beiden Versuchen
trat nunmehr keine Blauung oder die Rothfirbung der Salicylreaction
ein, so dass iech als erwiesen annehmen muss, dass das Leberhistozym
auf Disalicylamid nicht verseifend einwirkt.

Niere. Diese Versuche waren also ohne Zusatz von Soda
ausgefuhrt, und schien mir daher der Erfolg zweifelhaft. Desshalb
tiberraschte es mich, dass bereits das Filtrat vom Hauptversuch mit
Kisenchlorid eine kirschrothe Farbung gab, wihrend bei dem Control-
versuch diese Reaction nicht eintrat. Im weiteren Verlauf trat die
Reaction im Hauptversuch sehr deutlich auf, und nehme ich als er-
wiesen an, dass Nierenhistozym aus Disalicylamid Salieylsdure
abspaltet, jedoch wohl in geringerem Maasse als bei Gegenwart
von Soda.

Versuche mit pflanzlichen Fermenten.

Invertin, Maltin und Emulsin sind bei Abwesenheit von
Soda wirkungslos.

Phtalimid.

Auch bei diesen Versuchen traten bedeutende Schwierigkeiten
ein, da Phtalimid sowie die Phtalsiure fast gleiche Losungs-
verhaltnisse und Krystallform zeigen. Die eingetretene Verseifung
sollte conmstatirt werden, wenn Phtalsiure sicher nachgewiesen
worden ist; diese wiirde sich in den Versuchslosungen an Natrium
gebunden vorfinden, wenn auch die bisher angewendete Methode ein-
gehalten wird. Landsberg!) gibt an, dass die Phtalimidsalize
beim Behande:ln mit Ssuren Phtalimid wieder abscheiden; dagegen

1) Liebig’s Annalen Bd, 215 8. 181
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hat Koehnel) gefunden, dass aus einer wissrigen Phtalimid-
natriumlésung — dieses konnte sich wohl beim Eindampfen der
Versuchslosung mit Soda bilden — auf Zusatz von Salzsiure bei
Zimmertemperatur in 1'/2 bis 2 Tagen, sogar nach ganz kurzer Zeit
nicht Phtalimid, sondern Phtalsaure ausgesehieden wird. Nach dieser
Beobachtung Koehne’s ware es also absolut unmoglich, genau
nachzuweisen, ob die gefundene Menge Phtalsaure wihrend der
Einwirkung der Fermente und Histozyme aus Phtalimid entstand
oder bereits beim Zerlegen des Phtalimidnatrioms durch Phosphor-
siure abgeschieden worden ist; aber es bildet sich, wie ein be-
souderer Versuch zeigte, heim Digeriren und Eindampfen des
Phtalimids mit Soda die erwihnte Natriumverbindung nicht; es
schied sich aus dem Aetherauszug der mit Phosphorsiure stark an-
gesaverten Ruckstande immer wieder pur Phtalimid aus. Es stand
also niehts im Wege, bei den Versuchen selbst oder nachtriglich
Soda zu verwenden. So wurden denn die Gemische unter Zusatz
von etwas Natriumbicarbonat auf dem Wasserbad eingedampft, mit
93 %igem Alkohol, welcher auch phtalsaures Natrium loste, ver-
rieben und mit einer grosseren Menge 24 Stunden unter hiufigem
Umschutteln digerirt, das Filtrat eingedampft, der Ruckstand eventuell
in Wasser geldst, das Filtrat mit Phosphorsiure uibersattigt, durch
Aether ausgeschuttelt und dieser verdampft: der Ruckstand konnte
nur Phtalsiure sein.

Versuche mit thierischen Fermenten,

Pepsin. Beim Verreiben des Verdampfungsruckstandes mit
93 %oigem Alkohol entstand bei dem Hauptversuch eine milchige
Trubung, aus welcher sich dann eine weisse Ausscheidung absetzte;
bei dem Controlversuch trat diese Erscheinung nicht ein, sondern
es blieb bei geringer Trubung des Alkohols ein sandiger, sich schnell
absetzender Ruckstand. Die auf dem Wasserbad eingedampften
Filtrate gaben einen weingelb gefarbten Ruckstand; in wenig Wasser
éufgenommen, nmit etwas Phosphorsdure versetzt, entstand bei dem
Hauptversuch eine sandige Ausscheidung, wibrend bei dem Control-
versuch mit gekochtem Ferment die Losung klar blieb. Der beim
Verdampfen des ersten Aetherauszuges erhaltene Ruckstand wurde
nochmals in Aetheralkohol gelost, und aus dieser Losung schieden

1) Dissertation. Rostock 1894.
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sich sternférmig gruppirte, faserige Krystalle wie auch lange Nadeln
aus, welche denen entsprachen, die aus einer alkoholischen Lisung
von reiner Phtalsiure erbalten wurden. Pepsin fithrt Phtalimid in
Phtalséiure tiber.

Trypsin. Die erhaltenen Krystalle bestanden theils aus
Phtalimid — es entwickelte sich beim Kochen mit Lauge Ammoniak —,
theils aus Phtalsiure, weil eben ersteres etwas in Wasser loslich ist.
Im Controlversuch fand sich nur etwas Phtalimid; auch Trypsin
wirkt verseifend.

Ptyalin war ohne Einwirkung.

Versuche mit Histozymen.

Den Versuchsgemischen wurde nach dem Erkalten, wenn néthig
etwas Natriumbicarbonat bis zur schwach alkalischen Reaction zu-
gefugt und die Flussigkeit sechs Stunden unter dfterem Schiitteln
stehen gelassen; das weitere Verfahren war wie bei den Fermenten.

Leber. Der Verdampfungsruckstand war gefirbt und wurde
nochmals mit Alkohol ausgezogen; beim langsamen Verdunsten
resultirten vorherrschend die langen Nadeln der Phtalsiure; da
jedoch beim Kochen mit Lauge sich Ammoniak entwickelte, so ist
es zweifellos, dass auch Phtalimid zugegen war und durch das
Leberhistozym Phtalimid zum grossten Theil in Dhtalsdure iiber-
gefihrt wird.

Niere. Der &therische Verdampfungsruckstand war ausserst
gering; in dem verbliebenen gelblichen Syrup waren nur sparliche
Phtalsiurenadeln zu finden, auch bei ernentem Auflosen in heissem
Alkohol und Verdunsten desselben; ich mochte daher annehmen,
dass die in der Leber bereits entstandene Phtalsdure wihrend des
Passirens der Nieren vollig zerstort wird.

Vergleicht man diese Erscheinungen mit den Resultaten, weiche
Koehne bei seinen Futterungsversuchen erhielt, sowie mit den
Berichten Juvalta’s?') uber die Zerstorbarkeit der Phtalsiure 1n
Thierkorper, so wird meine Ansicht uber die Wirkuug des Nieren-
histozyms Bestétigung finden.

1) Zeitschr. f phys. Chemie Bd. 12 S. 26.
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Versueche mit pflanzlichen Fermenten.

Invertin und Maltin sind wirkungslos.

Emulsin. Die beiden Versuche unterschieden sich bereits
beim Auflésen der atherischen Verdampfungsriickstinde in Wasser;
bei dem Hauptversuch entstand eine klare, gelbliche Losung, wihrend
bei dem Controlversuch mit gekochtem Emulsin eine milchige Tribung
eintrat; beim Ansduern mit Phosphorsiure und Ausschutteln mit Aether
waren wieder getrennte, klare Schichten vorhanden. Bei dem Kontrol-
versuch war Phtalimid unverkennbar zu constatiren, wihrend aus
dem Hauptversuch sich erst nach einigen Tagen Phtalsiurekrystalle
ausschieden; es wirkte also das Emulsin shnlich wie auf Acetamid
und Formanilid verseifend auf Phtalimid ein. —

Zum Schluss lasse ich noch einmal eine Gesammtubersicht der
Resultate aus meinen beiden Versuchsreihen folgen. In den hori-
zontalen Reihen fallen sammtliche Oxalsiurederivate aus, wie an
einer anderen Stelle bereits hervorgehoben. In den verticalen
Reiben fallen die Enzyme Ptyalin, Invertin und Maltin aus, und es
ist wohl mit der grossten Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dass
auch die nicht untersuchten Enzyme dieser Gruppe die Saureimide
nicht zerlegen. Das verschiedene Verhalten der anderen Enzyme
lasst sich einstweilen wohl noch nicht in ein einfaches Bild zusammen-
fassen; der Wirkungsbezirk eines jeden Fermentes wird sich erst

Saureamide und -Ani- | .2 g8 w9 & | = s
lide, Imde und Amin- é.. o s |22 85 B k= =
sauren = = T A% A2 ; E = 5
Formamid . — — - =+ + — — —
Acetamid . . . . . . — + — + — — —_— 3
Oxamid. . . . .. — — — — — — — ] =
Succinamid . . . . . — — — + — — _— —
Benzamid. . . . . . — — — 4 + — — —
Salicylamid . . . . . — — — — + — — _
Formanilid . . . . . + + — + + — — +
Acetanilid. . . . . . 4 + — — _ — - _
Oxanilid . . . . . — — — — — — — —
Benzanilid . . . . . — — — — + — — —
Oxaminsavre — _— — — — —_ — —
Succinimid . + + — + — — — —
Succinaminsaure . . . — — — + — — — —_
Dibenzamid . . . . . + — — + + — — —
Disalicylamid . . . . — — — — + — — —
Phtalimid . . ... + I+ — -+ + — _ R
Parabansaure: Beir dieser Verbindung lasst sich das verseifende Organ nicht

sicher bestimmen.
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nach Prifung an den verschiedenartigsten Korpern bekannter Con-
stitution feststellen lassen'); hervorgehoben konnte wohl die
Leistungsfihigkeit der Leber werden; ihr kommt die der Niere sehr
nahe, doch ist Beides im Allgemeinen bekannt aus fritheren Unter-
suchungen.

1) Vgl. hierzu die Arbeiten von Fischer, Zeitschr. f. phys. Chemie Bd. 26
S. 71. 1898. — Chem. Ber. Bd. 27 8. 2992,



