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104. Julius Stoklasa:
Ueber Kohlehydratverbrennung im thierischen Organismus.

(Eingegangen am 29. December 1904.)

Wir haben schon an dieser Stelle Gelegenheit gehabt, tiber die
Existenz glykolytischer Enzyme in der Thierzelle zu berichten, und
wir fihren im Folgenden einige Beispiele an, bei deren Studium wir
einen Theil der Muskelp, ehe dieselben zur Herstellung des Press-
paftes beniitzt wurden, hatten gefrieren lassen, worauf aus den be-
treffenden Muskeltheilen nacb der von uns apgegebenen Methode die
Enzyme isolirt wurden.

In der nachstehenden Tabelle I sehen wir die Wirkung des Roh-
enzyms, welches aus gefrorenen Muskeln vom Rind gewonnen wurde,
wihrend in der Tabelle II eine Darstellung der Wirkung der Robh-
enzyme, gewonnen aus Theilen derselben Muskeln, enthalten ist, aus
welch’ letzteren jedoch der Presssaft nach unserer Methode bei einer
Temperatur von 2—6° hergestellt worden ist.

Vergleichen wir die Tabellen I und II mit einander, so sehen
wir, dass nach der Tabelle I eine verhiltnissmissig ganz geringe
Quantitit von Kobhlensdure in 48 Stunden ausgeschieden wurde, wih-
rend nach Tabelle II schon bei einer Einwirkung des Epzymes in der
Dauer von 12 Stunden iiber 0.5—0.6 g Kohlepsiure entwickelt wor-
den sind.

Tabelle I.

Rohenzyme auns gefrorenen Muskeln.
Verwendet wurden stets 10 g des Eozyms. Temp. 37°

|
i

Menge der bei | o o
der Gahrung g § %‘ qé
= entstande a ki
Art der Losung, Verwendetes [{éﬁ[eng;ur:?g ESulBiw
No. _}:n der drlel Antisepticam D -g Sg 2| ES =
Gahrung erfolgte Zahl der Stunden| 3 5%
[ b D
o | 48 [OF |OF
50 ccm ¢ 3
I a) 15-proc. Glucose 1 pCt. Toluol | 0.0079 0.0020; 0.0099| 0.214
50 ccm : - a
1l a) 15-proc. Glucosc 1 » » 0.0049 0.0270) 0.0319| 0.136
50 cem .
111 b) 15-proc. Glucos 1 » » 0.0083{ 0.0321 | 0.0406| 0.086
; 50 ccm i
IVh) 15-proc. Glucose 1 » » 0.0080 | 0.0107} 0.0187 0.079
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Das Rohenzym, dargestellt aus gefrorenen Muskeln, hat
in Glocoselisang niemals eine Gihrung verursacht?),

Was die Milchsiiure anbelangt, so sind zwischen den Angaben
der beiden Vergleichstabellen zwar Differenzen, aber keineswegs solche
von Bedeutung, vorhanden.

Um den Nachweis zu fiihren, dass die Gihrung durch die die
Milchsdurebildung verursachende Luactolase oder durch die die Al-
kohol- und Kohlendioxvd-Bildung bewerkstelligende Alkoholase
und keineswegs durch Bacterien bewirkt worden ist, haben wir
das nachfolgend beschriebene Experiment unternommen.

Tabelle 111
Controllversuche zu den tn Tabelle I registrirten Versuchen.

3 &
Meuge der bai der '?: a
Art der L Gihrung entstandenco E_f';
rt der Losung, - o Kohlensiure in D &
No. in der die Xent_wsnggt::s e 8 83 Anmerkungen
Gihrung erfolgte ntisepticum | 84
’ Zahl der Stunden g2
S
24 48 2| B
30 cem . : .
1. .2 N 1 pCt. Toluol ] —  0.0014 0.0034] 0.0048}, Bacterien, welche
1h-prov. Glucose eine merkliche
50 cem A = 0 soan -1l Gihrung bhitten
1L, 135-proe. Glueose b ? 0.0043 0'0()70‘ 0.50471 0.0165 verursachen  kom-
30 cem ‘ _nen, wurden
L 15 proe. Glucose | 1 » [0.0085 0.0015 0.0062}0.0162} nicht beobachtet.

Wir arrangirten mehrerc Kolbeo in nachstehender Weise: Wir beschick-
ten zunichst jeden derselben mit 50 cem einer 15-proc. Glucoselosung, denen
5 g des betreffendenn Rohenzyms zugefiogl wurden, worauf wir den Inhalt gut
sterilisirten. In diese sterilisirten Kolben wurden unter Beobachtung aller
Vorsichtsmaassregeln 10 cem des Inhaltes jener Kolben iibergeimpft, welche
nach absolvirter Galirung ihres Inhaltes durch die aus nicht gefrorencn Mus-
keln dargestellten Rohenzyme (laut Tabelle 1) resultirten.

Wir haben derart nach den Versuchen 1, 2 und 5 (siehe Tabelle 1I) aus
den betreffenden Kolben je 10 cem genommen und wieder in die frisch vor-
berciteten, eben beschriebenen, sterilisirten Kolben iibergeimpft. Die Resultate

5 Die Beschreibungen der Apparate, in welcher die Gahrungsversuche
wusgefibrt wurden, sowie die analytischen Methoden sind ausfihrlich nicht
nur in diescn Berichten 36, 622 u. 4058 {1903), sondern auch in den Arbeiten:
»Alkoholische Gihrung im Thierorganismus und die Isolirung gihruogser-
regender Enzyme aus Thiergewcben« (Archiv fir Physiologie, Bd. 101) und:
»Ueber die Isolirung gahrungserregender Enzyme aus Kuh- und Frauen-Milch«
(Avchiv fiir Hygiene, Bd. 5¢) enthalten.



zeigen uns, dass wir, trotzedem wir 10 cem der Losung benutzt haben, nar
nach einer Wirkungsdauer derselben von 72 Stunden 5—16 mg gas(drmig
ausgeschiedener Kohlensiure gefunden haben.

Hier ist somit der schlagende Beweis dafiir geliefert, dass die
Gihrung. wie wir uns wiederholt, im Vereine mit meinen Assistenten
und Schiilern, iberzeugt haben, nur von Enzymen und nicht von
Bacterien hervorgerufen worden ist, sodass ich alle Unter-
stellungen gegen die Accuratesse und Verlidsslichkeit mei-
ner Versuche entschieden zurickweisen kann.

Aus dem eben Gesagten wird es klar, warum Otto Cohnheim
(Hoppe Seyler’s Zeitschr. fir physiolog. Chem. 42, Heft 4, 1904)
bei seinen Versuchen nur geringe Mengen von Kohlensiure gefunden
hat und mein Resultat der Hauptsache nach der Bacterienwirkung
zuschreibt.

Nach diesen meinen Erérterungen ist es ndmlich geradezu selbst-
verstindlich, dass er keine bedeutenderen Kohlensiuremengen finden
kounte, sobald er die zu verwendenden Thierorgane vorher gefrieren
liess.

Auch der Einwand, dass eine 1—2-proc. Toluollosung zur ver-
lisslichen Ausschliessung der Bacterieneinwirkung nicht geniige, ist
durchaus nicht stichhaltig. Benutzt man ndmlich hinreichend gerdumige
Kolben, in welchen die zum Versuch verwendete Menge von 50 ccm
der 15-proc. Glucoselésung nur in diipner Schicht den Boden des
Gefisses bedeckt, so geniigen 1—2 pCt. Toluol zur Verhiitung der
Bacterienwirkung vollkommen, und dies um so mehr, wenn man nicht
iibersieht, den Versuchskolben fortwihrend in Bewegung zu erhalten.
Zu einem gleichen Befunde ist auch Buchner!) bei seinen Studien
dber die Zymasegihrung gelangt, welcher bei seinen letzten Versuchen
nie mehr als 1 pCt. Toluol verwendete.

Durch unsere weiteren Forschungen ist es uns gelungen, den Nachweis
zu erbringen. dass der Abbau der Kohlehydrate mit der Bildung der Milch-
sdure und derjenigen des Alkohols und des Kohlendioxyds nicht abge-
schlossen ist. sondern dass bei Sauerstoffzutritt auch immer Essigsdure
entsteht. Wir haben ferner die Bildung von Ameisensiure nachge-
wiesen, was von besonderem Interesse ist,

Was di» von uns benutzten Methoden der Bestimmung der Milchsiure,
des \Alkohols, der Essigsiure und Ameijsensiure anbelangt, so habe ich auf
diese schon in meinen fritheren Arbeiten hingewiesen.

Ich erwihne hier nur noch, dass wir jetzi neue Mecthoden der Alko-
holbestimmung ausgearbeitet haben, da die von uns friher angewen-
deten nicht hipreickend exaet sind und fiir kleine Quantititen nicht voll-
stindig ausreichen, Die von uns friher benutzten Methoden, speciell jene

Y Dies» Berichte 86, 634 [19083: 37, 417 [19041
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von Verley, Bolsing und Nicloux gaben immer cinigermaassen zu nie-
drige Resultate.

Betonen miissen wir, dass die fir grossere Mengen von Alkoho! von uns
benutzte und modificirte Destillationsmethode, bei welcher der zu bestimmende
Alkohol in dem gut kalibrirten Pyknometer von Reuschaner-Aubry ge-
sammelt wird, genaue Resultate liefert.

Behuf< Ausarbeitung unscrer neuen Methode der Bestimmung kleiner
Meogen Alkohols war es nothwendiy, sich vorher der Lisung zweier Probleme
zu unterzichen, und zwar galt es, einerseits den Alkohol derart zw oxydiren, dass
es moglich wird, die Producte der Oxydation, d.i. den Aldehyd, dic Essig-
siiure und das Kohlendioxyd quantitativ zu bestimmen, andererseits cine
neue Methode zur Bestimmung kleiner Mengen Aldehyd auszuarbeiten.

Zur Oxydation des Alkohols benutzten wir in einem besonders constru-
irten Apparate die Chromsaure: die Oxvdationsproducte sammelten wir sodano
in mittels Eis gekithltem Wasser unoter Beriicksichtigung der e¢ntweichenden
Kohlensdure, welch’ letstere in Absorptionsapparaten zur gewichtsanalytischen
Bestimmung aufgefangen wurde.

Zur Bestimmung des Aldehyds verwenden wir eine ummoniakalisch-alko-
holische Silberlosung, welche schon von Spuren von Aldehyd reducirt wird.
Das auf kaltem Weoge ausgeschiedene Silber wird gesammelt, gewaschen, ge-
trocknet und gewogen.

Eine zweite Methode der quantitativen Bestimmung kleiner Mengen
Alkohols, bei welcher wir mehreren analytischen Bestimmungen ausweichen und
die wir ebenfalls erprobt haben, besteht darin, dass wir den Alkobol bis zum
Kohlendioxyd oxydiren und das letztere gewichtsanalytisch bestimmen. Diesc
Oxydation erfolgt in einem von uns besonders construirten Apparate.

Eine detaillirte Beschreibung unserer Methoden, dic ich im Vereine mit
meinem Assistenten Adolf Ernest ansgearbeitet habe, werden wir in einer
besonderen Publication geben!).

Wenn die Gébrung — bei vollem Luftzutritt — linger als
24 Stunden dauert, so koénnen wir in dem entwickelten Gase neben
Kohlendioxyd aunch mit voller Sicherheit Wasserstoff nachweisen. Von
dieser Thatsache der Wasserstoffentwickelung bei einer durch Enzyme
hervorgerufenen Gihrung einer Glucoselésung haben wir uns durch
die bekannte gasometrische Methode iiberzeugt, wobei ich bemerke,
dass die Gihrung in dem modificirten Hansen- Pasteur’ schen Kolben
vorgenommen wurde,

Der durch die Enzyme in statu nascendi entwickelte Wasserstofl’
wird in der lebenden Thierzelle zu Wassger oxydirt.

Auf Grund unserer Untersuchungen, bei welchen wir, wie gesagt,
unumstdsslich nachgewiesen haben, dass durch die Wirkung der En-
zyme aus Muskeln, Leber und so weiter auf die Glucose Milchsiure,

1y Als Antisepticam wurden bei den Gahrversuchen 1—2 pCt, Salicylsure
verwendet.



669

Alkohol, Essigsiure und Ameisensdure gebildet werden, und das-
bei einer solchen Gihrung auftretende Gas als aus Kohlendioxyd
und Wasserstoff bestehend von uns nachgewiesen wurde, kinnien
wir den Abbau der Kohlehydrate, welcher durch Enzyme in
der 'Thierzelle hervorgerufen wird, durch das nachstehende hypothie-
tische Schema charakterisiren.

Hxypothetisches Schema des Abbaues der Gluoos..
verursaclt dureh Athmungsenzyme.

CH;.0H.[CH.OH),.COH

Y
2CH. .CH (OH).COOH > Abspalaug vor 2000
A
2CH;.CH, . OH ® Absp: ltupgy von YH
< >
Y Oxydation
2H;3.COO0LL » Abs).ahnng vor 2t
Y .
2 CHy > Abscaliung vor 2H,
A I 4
A4 Oxydation
2H.COOH ® Abspaltupg ven 2070h
»
Y
2 Hy ®» 2H:
< »

Oxydation

c\‘ “12 0(

Dieses hypothetische Schema hat auf Grund ineiner Studizn
College Bach in Genf zusammengestellt.

Wir haben unter den in dem obigen hypothetischen Schema an-
gefiibrten Abbauproducten alle mit voller Sicherheit — bis aunf das
Methan, dessen Nachweis uns bis jetzt nicht gelungen ist -~ constatirt.

Wir verfolgen nun den Chemismus der Athmungsenzyme uner-
miidlich weiter und hoffen zuversichtlich, dass wir in diesce bhisher so
dunkle Gebiet noch mehr licht zu bringen im Stande sein werden.

Namentlich iusserst interessant gestalten sich die Processe der
obligaten Anaérobionten, weiche unsere Annahme hingichtlich der im
Protoplasma sich vollziehenden Processe vollkommen bestitigen.

Wir haben also zwelerlei Arten von Athmungsenzyinen vor uns.
Die primiiren, die Lebensenergie unterhalienden Processe im Proto-
plasma werden hervorgerufen 1. durch die Enzyme der Lavctolace
(welche die Milchsinrebildung verursacht), 2. durch dic der Alko-
holase (welche die Alkohol- und Kohlendioxyd-Bildung veraniasst),



Die secandiren Producte, welche sich durch weitere Degradation
der Abbauproducte kennzeichnen, gehen nur bei Gegenwart von Sauer-
stoff vor sich, und es sind die Enzyme Acetolase und Formilase,
welche den Abbau fortsetzen. Die gebildeten Spaltungsproducte, so
weit sie noch oxydirbar sind, werden durch den hinzutretenden Sauer-
stoft der Luft zu Kohlendioxyd und Wasger verbrannt. Ueber den
Charakter der beiden letztgenannten Enzyme werden wir in einer
spiteren Publication Néheres mitzutheilen in der Lage sein.

Chemnisch-physiologische Versuchsstation der k. k. bdhm. techni-
schen Hochschule in Prag.

106. Otto Dimroth: Ueber eine neue Synthese
von Diazoaminoverbindungen.
4. Mittheilung {iber Synthesen mit Aziden?).
Tdus dem chem. Laboratorium der Universitit Tibingen ]
(Eingegangen am 28. Januar 1903.)

Zar Gewinnung von Diazoaminoverbindungen kam bisher im
-wesentlichen nur die von Peter Griess aufgefundene Synthese in
Betracht. Sie gestattet vor allem, eine sehr grosse Anzahl der rein
aromatischen Glieder dieser Korperklasse darzustellen. Fettaroma-
tische Diazoaminoverbindungen dagegen konnen nur in beschridnktem
Umfang erhalten werden, denn es reagiren von den Aminen der Fett-
reihe zwar die secundiren Basen stets normal mit Diazoniumsalzen,
von_ den primiren aber, wie H. Goldschmidt und Holm?), sowie
H. Goldschmidt und Badl3) festuestelit haben, nur die Amine vom
Typus des Benzylamins. Die Basen der Methylaminreihe dagegen
treten sofort mit zwei Molekilen einer Diazoverbindung zu Bisdiazo-
amivokirpern zusammen. Solche Substanzen endlich, in welchen die
Diazoaminogruppe beiderseits an aliphatische Kohlenwasserstoffreste
gebunden ist, sind mit der Griess’schen Synthese nicht herstellbar
und daher noch unbekannt.

Vor einiger Zeit habe ich iiber die ersten Anwendungen einer
neuen synthetischen Methode kurz berichtet?), welche, wie die weitere
Untersuchung gezeigt hat, einen grisseren (ieltungsbereich besitzt als
die Griess’sche Reaction und auch dann zum Ziele fiihrt, wo jene

versage.

b Frinhers Mittheilungen : Diese Berichte 85, 1029, 4041 {1902); 36, 909
T1903% * Diese Berichte 21, 1016 [1888].
¥ Eheraax 22, 938 (1880, 1) Diese Berichte 36, $09 [1903].





