337

Beitrage zur Kenntniss der Eiweisskorper der
Kuhmileh
(II. Mittheilung)

von

Dr. Karl Storch,
a. o. Professov am k. und k. Militdr-Thievaranei-ITnstituic und

dey thierdvzilichen Hochschule in Wien.

Aus dem physiologischen Laboratorium des k. und k. Militir-Thierarznei-
Institutes und der thierdrztlichen Hochschule in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung am 8. Juni 1899.)

Die in diesen Sitzungsberichten (mathem.-naturw. Classe,
Bd. CVI, Abth. III, Mai 1897) von mir verdffentlichten Unter-
suchungen fiiber die Eiweisskdrper der Kuhmilch haben das
Ergebniss gehabt, dass das Caseinogen durch Sittigung der
Kuhmilch mit Natriumsulfat, Magnesiumsulfat und Chlornatrium
nicht im unverdnderten Zustande sich aussalzen lasst, wenn
jedes dieser Salze fiir sich angewendet wird, sondern dass es
in zwei phosphorhéltige Substanzen gespalten wird.

Um die Natur dieser von mir vorldufig mit @ und & be-
zeichneten Eiweisssubstanzen nidher kennen zu lernen, war es
nothwendig, dieselben rein darzustellen, sie der Elementar-
analyse zu unterziehen und ihr chemisches Verhalten zu
priifen. Zu dem Behufe wurden folgende Untersuchungen vor-
genommen.

A. Untersuchung der Substanz a.
1. Reindarstellung.

Um eine fiir die Untersuchungen hinreichende Menge der
Substanzen @ und & zu erhalten, wurden 500 cm?® frische Voll-
milch mit der dreifachen Menge concentrirter Natriumsulfat-
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16sung und mit etwas Hihnereiweiss vermengt und bei 100°
C. zur Coagulation gebracht. Die von dem ausgeschiedenen
Albumen, Lactalbumin (und Sebelien’s Lactoglobulin) und
Fett durch Filtration befreite Molke wurde mit concentrirter
Glaubersalzlosung, welcher Essigsdure zugesetzt worden war,
vorsichtig neutralisirt und dann mit Gberschiissigem krystalli-
sirten Natriumsulfat so lange geriihrt, bis die Substanz a
vollstdndig ausgesalzen war. Es ist hiezu ein grosserer Zeit-
aufwand nothwendig, wie in der ersten Mittheilung angefiihrt
worden ist. '

In das klare Filtrat der Substanz a wurde festes Magne-
siumsulfat im Uberschuss eingetragen. Nach halbstiindigem
Rithren schied sich die Substanz & aus.

Die auf dem Filter gesammelte Substanz a wurde mit
concentrirter Natriumsulfatldsung gewaschen, in Wasser geldst,
die Losung filtrirt und auf den Dialysator gebracht. Das Diffusat
wurde zuerst nach vier Stunden, dann téglich gewechselt. Um
die Faulniss zu hindern, wurde der Substanz von Zeit zu Zeit
pulverisirtes Thymol zugesetzt. Nach viertdgigem Dialysiren
triibt sich die Fliissigkeit milchig, und nach 9—10 Tagen hat
sich in dem inneren Gefisse eine mehrere Millimeter hohe
Schichte eines feinen weissen Niederschlages auf dem Boden
angesammelt. Der Niederschlag wurde wiederholt aufgeriihrt,
und trotzdem enthielt die Flﬁs\sigkeit noch nach 16tdgigem
Dialysiren Sulfate, und es gelang nicht, auch durch langer
fortgesetztes Dialysiren die schwefelsauren Salze vollstindig
zu entfernen. Die dussere Fliissigkeit enthalt trotz tdglichen
Wechsels noch bis zum zehnten Tage nachweisbare Mengen
von schwefelsauren Salzen.

Wird die milchige Fliissigkeit, welche sich aus der Lésung
der Substanz a am vierten Tage der Dialyse gebildet hat,
tropfenweise mit sehr verdlinnter Essigsdure versetzt, so ent-
steht ein sehr feiner Niederschlag, welcher sich in (iberschiissiger
Essigsdure wieder 16st, und tragt man in die milchige Flissig-
keit Natriumsulfat ein, so scheidet Sfch die Substanz a4 in Form
von grossen Flocken aus. Aber die ausgeschiedene Substanz
16st sich nicht mehr vollstdndig in verdiinnter Natriumsulfat-
[6sung auf.
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Léasst man nach 16—21tdgigem Dialysiren etwas von
der Uber der ausgeschiedenen Substanz a stehenden, klaren
Flissigkeit auf erwarmtem Platinblech langsam abdunsten, so
bleibt ein Rickstand zuriick, welcher beim Erhitzen Kohle und
nach starkem Glithen auch Asche zuriicklisst. In der Mutter-
lauge der Substanz « ist also sowohl ein Theil der Substanz a,
als auch des Natriumsulfates in Losung geblieben.

Die Substanz a geht ohne Anwendung fdulnisswidriger
Mittel sehr rasch in Faulniss tiber. Abgesehen von den Faulniss-
gasen passiren Zersetzungsproducte die Pergamentmembran,
und schliesslich tritt sogar Triibung im Diffusat ein (Mikro-
organismen). Eine solche Erscheinung sah ich wéhrend der
Sommermonate, wenn kein Chloroform oder Thymol zugesetzt
wurde, schon nach 3—4 Tagen auftreten.

Nach 16-—21tdgigem Dialysiren wurde die ausgeschie-
dene Substanz a auf dem Filter gesammelt und so lange mit
Wasser gewaschen, bis die ablaufende Fliissigkeit keine Sulfat-
reaction mehr aufwies, d. i. bis jede Spur der Mutterlauge
beseitigt war.

Die zuerst auf dem Filter und dann im Exsiccator ge-
trocknete Substanz a stellt eine weissliche kérnige Masse von
saurer Reaction dar. Wird eine kleine Portion derselben auf
dem Platinblech bei steigender Hitze langsam erhitzt und dann
gegliiht, bo bleibt eine kaum bemerkbare Spur eines Riick-
standes zuriick (Metaphosphorsdure).

2. Elementaranalyse.

Fir die Zwecke der Kohlenstoff- und Wasserstoff-
Bestimmung wurden circa 2 g ausgegliihtes, basisch phosphor-
saures Calcium [Cay(PO,),] auf der Achatschale fein verrieben,
ins Platinschiffchen gebracht und im Trockenkasten bei der
constanten Temperatur von 110° C. durch 1%/, Stunden, d.i. so
lange bis durch vorgenommene Wiagungsproben kein Wasser-
verlust mehr zu constatiren war, getrocknet, im Exsiccator
abgekiihlt und dann genau gewogen. Auf schwarzem Glanz-
papier wurden hierauf circa 0°3 g der trockenen und fein-
gepulverten Substanz a mit dem Calciumphosphat innig ge-
mischt, ins Schiffchen gethan, bis zum constantem Gewichte
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bet 110° C. getrocknet und genau gewogen. Die durch Sub-
traction der beiden Gewichte berechnete Menge der Substanz a,
welche zur Verbrennung verwendet wurde, betrug stets 025
bis 0°28 g.

Nun wurde zur Verbrennung geschritten. Die Verbrennung
geschah in einer 84 cm langen Glasrdhre in trockenem Sauer-
stoff. Vor dem Schiffchen befand sich eine circa 50 cm lange
Kupferoxydschichte und vor dieser eine 13 cm lange, im
trockenen Wasserstoffstrome frisch ausgegliithte Spirale aus
Kupferblech. Bei der Verbrennung wurden alle bekannten
Cautelen beriicksichtigt.

Der Stickstoff wurde nach Dumas’ Methode, der
Schwefel und Phosphor in der bekannten Weise mittelst
Schmelzen der Substanz a mit Atzkali und Salpeter und Be-
stimmung von Schwefelsdure und Pyrophosphorsdure in der
Schmelze bestimmt. '

Es wurden tberall Doppelanalysen ausgefiihrt. Die Resul-
tate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

C H N S P 0
Analyse 1 ....... 54-44 6-81 14:81 0-63 0-80 22-51
Analyse 2....... 54-42 6-80 14-82 0-64 078 22-54

3. Chemisches Verhalten.

1. Wird die Substanz a zwischen feuchtem violetten
Lackmuspapier gepresst, so ldsst sie rothe Flecke zuriick, sie
reagirt also sauer.

2. Ubergiesst man eine kleine Probe der Substanz ¢ im
Reagenscylinder mit Wasser, schiittelt ldnger und filtrirt, so
lassen sich im Filtrate kaum Spuren eines Eiweisskorpers
nachweisen, die Substanz a ist also in Wasser fast unldslich.

3. Die Substanz a wird leicht durch Alkalien in Lésung
gebracht; setzt man nur so wenig Alkali hinzu, dass die
Substanz eben geldst wird, so erhédlt man eine neutral reagi-
rende Losung, welche beim Kochen nicht gerinnt.

4. Setzt man zu den LOsungen der Substanz a Essigsaure
bis zur sauren Reaction zu, so tritt Fédllung ein.

5. Die Substanz @ wird auch durch Neutralsalze, wie
Globulin, in Losung gebracht; bringt man die Substanz. durch
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Natriumsulfat in Losung und kocht diese Losung, so tritt
Gerinnung ein.

6. Die Substanz 18st sich in concentrirter Salzsdure, beim
Verdiinnen mit Wasser tritt wieder ein Niederschlag auf.

7. Wird die Substanz mit moglichst wenig Alkali geldst,
mit zwei Tropfen Glycerin-Labextract und mit einigen Tropfen
Chlorcalciumlésung versetzt, so tritt beim Erwdrmen auf 44° C.
Labgerinnung ein.

8. Die Losungen der Substanz a geben die allen Albumin-
stoffen gemeinsamen Reactionen.

9. Die Substanz ist in concentrirter Natriumsulfat-, Magne-
siumsulfat- und Chlornatriumldosung unloslich.

10. Mit moglichst wenig Kalkwasser geht die Substanz a
in Losung, die Reaction ist neutral. Ebenso verhilt sie sich
gegeniiber der Sodaldsung.

11. Die Substanz ist in der Ldsung des phosphorsauren
Natrons (Na,HPO,) 18slich.

12. Die neutralen Ldsungen der Substanz a werden durch
. Alkohol gefallt.

13. In verdiinnter Salzsaure (0-89/,) bleibt die Substanz «
ungeldst. Auch im Filtrat der lange Zeit mit 0-89/, Salzsaure
geschiittelten Substanz ist kein Eiweiss nachzuweisen.

14. In concentrirter Lésung von Natrium- und Magnesium-
sulfat ist die Substanz a unldslich.

B. Untersuchung der Substanz 6.
1. Reindarstellung.

Nach dem Ausfillen der Substanz @ mit Natriumsulfat
wurde aus dem Filtrate die Substanz & durch Sattigung mit
Magnesiumsulfat ausgesalzen, der Niederschlag auf dem Filter
mit concentrirter Bittersalzlosung gewaschen, hierauf in wenig
Wasser geldst und dann in derselben Weise wie die Substanz a
unter 6fterem Zusatze von Thymol dialysirt.

Die Dialyse nahm vier Wochen, also fast die doppelte
Zeit im Vergleiche zur Substanz g, in Anspruch. Erst dann war
in--dem téglich gewechselten Diffusatwasser keine Spur von
Schwefelsdure, beziehungsweise Magnesia nachzuweisen. Die
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Losung selbst blieb wéihrend der ersten 14 Tage der Dialyse
vollkommen klar. Erst nachdem weder im inneren, noch im
dusseren Gefdsse Magnesiumsulfat mehr nachzuweisen war,
sammelte sich eine geringe Menge eines feinen Niederschlages
auf der Pergamentmembran an.

Der Niederschlag wurde durch Filtration von dem gelost
verbliebenen Theile getrennt, getrocknet und fir sich auf-
bewahrt, das Filtrat wurde auf dem Wasserbade bei 40° C.
bis zur Trockne abgedunstet. Es blieb ein Riickstand, dessen
Menge ann#dhernd viermal mehr als die des durch die Dialyse
erhaltenen Niederschlages betrug, zuriick. Ob dieser Kérper
mit der in Ldsung gebliebenen Substanz identisch ist oder
eine dritte Substanz darstellt, sollen spéatere Untersuchungen
darthuen.

Die Substanz & unterscheidet sich hiedurch wesentlich von
der Substanz a, indem sie dieser gegeniiber auch in der von
Mittelsalzen befreiten IFliissigkeit grosstentheils geldst bleibt.

Auf Platinblech erhitzt, ldsst der ausgefallene Theil und
der in Losung gebliebene kaum einen bemerkbaren Riickstand
zurlick (Metaphosphorsaure). '

2. Elementaranalyse.

Die Elementaranalyse wurde nur bei dem in Ldsung ge-
bliebenen Theile ausgefiihrt. Die des ausgefallenen Antheils
soll erst vorgenommen werden, bis eine geniigende Menge
Material gesammelt worden ist.

Die Analysen wurden genau so durchgefiihrt wie bei der
Substanz a. Die Resultate derselben sind aus der nachfolgenden
Tabelle zu ersehen. ‘

C H N S P O
Analyse 1....... 49-15 5-90 14-10 1-37 2-08 27-14
> 2. 49-10 5-92 14-16 1-60 2-09 27-13

3. Chemisches Verhalten der Substanz 5.

Die im Dialysator nicht ausgefallene Substanz & zeigl das
folgende chemische Verhalten:

1. Das Dialysat der Substanz & reagirt schwach sauer,
ebenso reagirt die durch Abdunstung dieses Dialysates bei
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niederer Temperatur erhaltene Substanz in wiasseriger Losung
sauer.

2. Die Losung in Wasser gerinnt beim Kochen nicht.

3. Die wasserige Losung triibt sich nach reichlichem
Zusatz von Essigséure.

4. Durch wenig Alkali bleibt die Substanz in Losung; die
Losung ist neutral.

5. Die Substanz ist in Lésungen der Neutralsalze (auch in
concentrirten) 16slich; diese Losungen gerinnen beim Kochen.

6. Aus einer mit Alkali bereiteten, neutralen Lésung wird
die Substanz mit Essigsdure gefillt; in {iberschiissiger Essig-
saure 16st sich der Niederschlag nicht.

7. Die Substanz lost 'sich in iberschiissiger Salzsdure und
Salpetersdure und in Eisessig.

8. Ihre neutralen Losungen werden durch Alkohol geféllt.

9. Ihre alkalische Losung reducirt Kupfersulfat nicht.

10. In concentrirter Natriumsulfat- und Magnesiumsuifat-
1osung (combinirt) ist die Substanz & unldslich.

11. Verdlinnte Salzsdure (0-8%,) spaltet die Substanz &
in einen darin 18slichen und einen unldslichen Theil. Wird der
geloste Theil von dem ungeldsten durch Filtration getrennt
und wird ihm Ammoniakfliissigkeit zugefiigt, so scheidet er
sich in Form einer Trltbung aus. Eine Fillung ruft in der
Fliissigkeit auch der Alkohol und im Uberschuss eingetragenes.
Magnesiumsulfat hervor.

Der Niederschlag, welcher nach dem Behandeln der Sub-
stanz b mit verdiinnter Salzsdure entsteht und auf dem Filter
zuriickbleibt, ist in Wasser, Alkohol und verdiinnten S&uren
unldslich, in Alkalien dagegen 10slich. Diese Losung gibt die
Biuret- und Millon’sche Reaction.

C. Schlussbemerkungen.

In der nebenstehenden Tabelle sind die arithmetischen
Mittel der friiher angefiihrten Resultate der Elementaranalysen
der Substanzen ¢ und b nebeneinandergestellt und ausserdem
sind noch die Werthe der Elementaranalyse des Caseins nach
Hammarsten beigefiigt.

Chemie-Heft Nr. 9. 58
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Substanz a Substanz b Casein
C........ 54-43 49-125 530
H........ 6805 5-91 - 70
N 14-815 14-13 157
S 0-635 1-585 0-8
P........ 079 2+085 0-85
O........ 22525 27-135 2265

*Sowoh!l die Substanz a, als die Substanz & unterscheidet
sich im Kohlenstoffgehalt von dem urspriinglichen Casein.
Die Substanz @ hat einen hoheren, die Substanz & einen
niedereren Kohlenstoffgehalt.

Der Wasserstoffgehalt ist durchgingig niederer als der
des Caseins, ebenso der Stickstoffgehalt, besonders bei der
Substanz 2.

Der Schwefelgehalt der Substanz ¢ ist etwas geringer als
der des Caseins, dagegen der der Substanz & nahezu doppelt
SO gross.

Der Phosphorgehalt ist bei der Substanz a etwas
geringer, dagegen in der Substanz & nahezu 2!'/,mal so gross
als beim Casein. :

Der Sauerstoffgehalt ist bei der Substanz @ nur wenig
niederer als beim .Casein, dagegen bei der Substanz & bedeutend
grosser.

Die Substanz a ist durch ihre chemische Zusammen-
setzung, saure Reaction, Unléslichkeit in Wasser und concen-
trirten Natriumsulfat-, Magnesiumsulfat- und Chlornatrium-
16sungen, ihre Léslichkeit in sehr wenig Alkali, Soda und
Kalkwasser bei neutraler Reaction und-dass solche Losungen
in. der Siedehitze nicht gerinnen, charakterisirt. Sie -ist ein
Nucleoalbumin.

Die Substanz & ist nach ihrer Zusammensetzung und ihrem
Verhalten gegen Wasser, Sduren, Alkalien und Neutralsalze,
namentlich weil sie durch 0-8°/ ige Salzsdure in zwei Theile
gespalten wird, von denen der in Ldsung gebliebene durch
Uberschiissiges Ammon und durch Alkohol gefillt wird und die
Figenschaften des Histons und der ungeloste die des Nucleins
besitzt, ein Nucleohiston und somit -zu den Nucleoproteiden
zu rechnen.
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Um die Substanzen a und & besser mit einander vergleichen
zu kdnnen, sind ihre Eigenschaften und Zusammensetzung in
nachfolgender Tabelle nebeneinandergestellt worden.

Die Substanz a ist, wie wir gesehen haben, ein Nucleo-
albumin und die Substanz & ein Nucleohiston.

Substanz a
InWasser oo oL unléslich
.Reaction ................ sauer
. In verdiinnten Salzlosungen  loslich
. In concentrirten Salzldsungen unléslich

. In concentrirter Natrium- und

Magnesiumsulfatiosung (comb.) unidslich

. In Alkalien, Kalkwasser, So-

dalosung und Natriumphos-

phatldsung .............. 16slich
. In concentrirter Salzsiure .. 16slich
. In verd. 0-8%/iger Salzsdure unidslich

Lésung in wenig Alkali bel
neutraler Reaction gerinnt beim

Kochen nicht

Losung in Neutralsalzen . .. gerinnt beim
Kochen

Neutralreagirende  Ldsung

mit Cl,Caund Labextract ver-

setzt ... ... i gerinnt

Losung mit Essigsdure bis

zur sauren Reaction versetzt wird gefallt

Alkalische Losung reducirt
CuSO, nicht

. Neutrale Losung.......... durch Alkohol

gefallt

Substanz b
16slich
sauer
16slich
18slich

unlbslich

16slich
16slich
gespalien in
eine 10sliche
und eine
unlosliche
Substanz
gerinnt beim
Kochen nicht

gerinnt beim

Kochen nicht

gerinnt beim
Kochen

gerinnt nicht

wird gefalit
reducirt
CuSO, nicht
durch Alkohol
gefillt.
58%
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Vergleicht man die elementare Zusammensetzung der
Substanzen 4 und b mit der des Caseins (Hammarsten), so
ergeben sich folgende Unterschiede:

Substanz « Substanz b
C-Gehalt ........... etwas grosser etwas kleiner
H- » ..o etwas geringer geringer
N- » etwas geringer geringer
S- > e, etwas grosser fast doppelt so gross
P-os etwas geringer 21/,mal so gross

O- » oo wenig geringer bedeutend grosser.



