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filtriren. Der nach dem Verdunsten der itherischen Lésung hinter-
bleibende Rickstand wurde zur Gewichtsconstanz getrocknet und ge-
wogen.
Auf diese Weise wurden aus 3.10 g Phenyloxycumarazin 1.43 &
Benzoésiure erhalten, statt 1.60 g, welche theoretisch verlangt waren.
Organisch-chemisches Laboratorium der Kgl. Techn. Hochschule
zu Berlin.

264. C. Beitler: Ueber das Chloroprote’inochrom.

[Aus dem chemischen Laboratorium des Institutes fiir experimentelle Medicin
in Petersburg.]

(Eingegangen am 23. Juni.)

Unter diesem Namen werde ich in Folgendem einen rothen Farb-
stoff beschreiben, der durch Zusatz von Chlorwasser .zu den Pro-
ducten der pankreatischen Eiweissverdanung entsteht und schon von
Gmelin beobachtet wurde. Gleich wie pach Chlor- so auch nach
Brom-Zusatz zu der Verdauungsfliissigkeit entstehen im Wasser unlés-
liche, roth oder violet gefirbte Substitutionsproducte, die schon von
verschiedenen Autoren, jedoch ohne sonderlichen Erfolg, untersucht
wurden. Stadelmann?'), der namentlich das Bromproduct unter-
suchte, bezeichnet die bis jetzt nicht isolirte Muttersubstanz des Farb-
stoffes mit dem Namen Proteinochromogen und das Bromproduct als
Proteinochrom.

Die Untersuchung dieser Substanzen wurde vor einigen Jahren
vou M. Nencki?) wieder anfgenommen, welcher zeigte, dass nach
Bromzusatz zu der Verdauungsfliissigkeit zum mindesten zwei ver-
schiedene Korper gebildet werden, von denen derjenige, der in ge-
ringerer Menge entsteht, sich durch einen hohen Bromgehalt
(27 pCt.) und geringen Schwefelgehalt (0.5 pCt.) auszeichnet, wih-
rend der andere braune Koérper weniger Brom (20.5 pCt.), dagegen
bedeutend mehr Schwefel (2.2 pCt.) enthilt. Da die Isolirung des
Proteinochromogens, sowie die Reindarstellung der Bromsubstitutions-
producte nicht gelang, und mit Riicksicht darauf, dass das Proteino-
chromogen allemn Anscheine nach die Muttersubstanz der verschiedenen
thierischen Pigmente ist, und es sehr wiinschenswerth war, die Natur
und Zusammensetzung dieser Substanz zu erforschen, so habe ich auf
Vorschlag von Professor Nencki und mit dessen giitiger Unter-
stitzung die Einwirkung von Chlor und Jod auf das Proteinochro-

1y Zeitschr. f. Biologie 27, 491 (1890). 2 Diese Berichte 28, 560 (1395).
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mogen niher studirt: die bis jetzt erhaltenen Resultate bilden den
Gegenstand der vorliegenden Mittheilung.

Um moglichst wenig einfach geldstes Eiweiss zu haben, hat
Nencki das Pankreas ohne jeden Fibrinzusatz der Selbstverdauung
iiberlassen, Quantitative Bestimmungen zeigten mir aber, dass bei
Fibrinzusatz ca. 20 pCt. des rothen Chlorproductes mehr gebildet
werden. ITch habe daher auf 1.5 kg zerkleinertes, von Fett und Binde-
gewebe sorgfiltic befreites Ochsenpankreas noch 750 g weiss ge-
waschenes Fibrin zugesetzt, das Ganze mit 5 L. Wasser iibergossen
und bei Zimmertemperatur drei Tage lang unter hiufigem Um-
schwenken der Selbstverdauung iiberlassen. Um die Fiulniss aus
zuschliessen, wurden auf je 1 kg der Mischung 15 g Chloroform zu-
gesetzt. Die Verdauungsflissigkeit wurde hierauf durch Tuach colirt,
bis zur Coagulation des Eiweisses auf dem Wasserbade erhitzt, vom
geronnenen Eiweiss abfiltrirt und weiter auf dem Wasserbade bis zar
Syrupconsistenz  eingeengt. Nach dem Erkalten wurde die Flissig-
keit vom ausgeschiedenen Tyrosin nnd Leuein durch Filtration befreit
und zuerst mit Petrolither, dann mit reinem Aether, um die darin
15slichen Stoffe zu entfernen, geschiittelt.

Das Proteinochromogen aus der Verdanungsfliissigkeit zu isoliren,
gelang uns nicht. Im Gegensatz zu den Angaben fritherer Autoren
konnte ich constatiren, dass das Proteinochromogen durch Tanmin,
Sublimat, salpetersaures Quecksilberoxydul und Quecksilberoxyd und
Millou"sches Reagens nicht gefillt, wohl aber von den letztgenannten
drei Reagentien zersetzt wird. Ebenso wenig wird das Proteino-
chromogen durchJodkalium-Quecksilberjodid, Jodkalium-Wismuthjodid,
basisches Wismuthnitrat, Ferrocyankalinm, Magnesiumsulfat, Platin-
chlorid, Kupfersulfat, Pikringiure oder Silbernitrat gefillt. Entgegen
der Angabe von Krukenberg, dass das Proteinochromogen durch
Silbernitrat vollkommen gefillt wird, fand ich, dass das Silbernitrar
allerdings schon in der Kilte reducirt wird, doch nach Entfernen des
reducirten Silbers dureh Filtration, wie auch des iiberschiissigen
Silbernitrats durch Chlornatrinm, das Proteinochromogen durch Chlor-
wasser, anscheinend in unverinderter Menge, im Filtrate nachweishar
sei. Goldchlorid wird ebenfalls durch die Flissigkeit reducirt.

Das einzige bis jetzt bekannte Fillungsmittel des Proteinochro-
mogens ist die Phosphorwolframsiure in salzsaurer oder essigsaurer
Liosung. Aus dem Nijederschlage jedoch gelingt es nicht nach sehr
fangem Auswaschen das Proteinochromogen zu isoliren. In verschiede-
nen Versachen, bei welchen ich die Albumosen, Peptoue und Xanthin-
koérper durch Tannin-, Bleiacetat- und Sublimat-Fillungen méglichst
entfernt hatte, wurde das Filtrat, nach Entfernung des i{iberschiissigen
Bleis resp. Quecksilbers durch Schwefelwasserstoff, mit Phosphor-
wolframsiure gefillt und der Niederschlag tagelang mit 2-procentiger
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Essigsinre ausgewaschen. Dieser Niederschlag, durch Bleiacetat oder
Burvthydrat zerlegt und nach Entfernung des letzteren im Vacuum
verdunstet, ergab einen syrupartigen Riickstand, der zwar mit Chlor-
resp. Brom-Wasser den rothvioletten Niederschlag, allerdings in viel
gevingerer Menge, als die urspriingliche Losung, gab, daneben aber
auch die Biuretreaction zeigte und von Newem mit Tannin und Subli-
mat Niederschliige erzengte — ein Zeichen, dass wir es hier mit keiner
einheitlichen Substanz zu thun haben. Mit Riicksicht hierauf und
auf Grund der weiter unten mitzutheilenden Analysen des Chlorsub-
stitutionsproductes nach vorausgegangener Fillung der Proteinochro-
mogenldsung mit Blei- oder Quecksilber-Salzen halte ich dafiir. dass
schon in der Kilte durch diese Metallsalze das Proteinochromogen
theilweise zersetzt wird. Es gelang uns aber nach zwei verschiedenen
Methoden, das Chloroproteinochrom von gleicher elementarer Zu-
summensetzang zu erhalten, welcher Umstand dafiir spricht, dass die
evhaltenen Zahlen der wahren Zusammensetzung des Chloroproteino-
chroms entsprechen.

Die eine der beiden Methoden ist folgende: Die pankreatische
Verdauungsfliissigkeit wird nach dreitdgigem Stehen, ohne dass vor-
her gelostes Eiweiss entfernt wurde, der Dialyse durch Pergament-
papier unterworfen. Das mit Chlorwasser bis zur Ausfillung versetzte
Dialysat wird 24 Stunden stehen gelassen, weil das Chloroproteino-
chrom sich erst allmihlich aunsscheidet. Der rothviolette Niederschlay
wird aof ein Filter gebracht und so lange mit Wasser gewaschen, bis
das Filtrat keine Biuretreaction und keine Tribung mit Silbernitrat
mebr giebt. Zum Schluss wird der Niederschlag mit Aether ge-
waschen, dann vorsichtig vom Filter abgehoben und im Vacuo iber
Schwefelsiure bis zum constanten Gewichte getrocknet. Die Aualysen
zweier, von verschiedener Darstellung herriihrender Priparate ergaben
folgende ibereinstimmende Zahlen:

Praparat [ Priparat I

C 52.09 pCt. 52.12 und 52.20 pCt.
H 322 » 534 » 53T »
N 1350 » 1332 » 1340 »
Cl 486 » 4.6> —

S 121 » — —

Beide Priparate, auf Platinblech verbrannt, erwiesen sich aschefrei.

Nach der zweiten Methode wurde die pankreatische Flissigkeit
durch Erhitzen auf dem Wasserbade enteiweisst. heiss filtrirt und
nach dem Erkalten mit Chlorwasser versetzt. Die Fillung des Chlor-
productes bewerkstelligte ich hier in zwei Fractionen, indem ich die
Losung des Proteinochromogens mit nicht genligender Menge des
Chlorwassers versetzte, den abgeschiedenen rothen Niederschlag ab-
filtrirte und im Filtrate davon durch weiteren Chlorzusatz das Chloro-
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proteinochrom vollstindiyg ansfillte. Die Reinigung der beiden Pri-
parate geschah wie oben. Sie waren belde aschefrei und gaben bei
der Verbrennung folgende Zahlen:
Fraetion I Fraction 11
‘die Verdauungsiliissigkeit bis zur vollstindigen
Fitltung mit Chlorwasser versetzt)

C 52,12 und 52.2¢2 plt. C 52.45 pCt.
H »45 » R YR H 504 »
N 13.65 — N 13.66 »
Cl 473 : 158 » CLo4.59 »
S 1.24 — S 1.41 »

Die auf die eine oder die andere Weise erhaltene Verdauungs-
fiiissigkeit, mit Chlorwasser versetzt, firbt sich fuchsinroth; bald ent-
steht eipe Tribung, und der Korper scheidet sich allmihlich in roth-
violetten Flocken ab. Ein geringer Ueberschuss von Chlorwasser
schadet nicht.  Erst bei stirkerem Gehalt an Chlor wird die Farbe
missfarbig-braun. Der abgeschiedene Farbstoff ist unléslich in Wasser,
sehr wepig 16slich in kaltem Alkohol und Essigester, leichter léslich
in dU-procentigem Alkohol, dagegen unldslich in Chloroform. Wie
weiter unten gezeigt wird, wird das Chloroproteinochrom schon durch
Kochen mit Alkohol oder Essigester zersetazt.

Die schén rothen Losungen in verdiinntem Alkohol fiuoresciren
kupferfarbig; bei ldngerem Stehen nimmt die Losang einen Stich in’s
Violette an und fluorescirt mehr griinlich. Die frisch bereitete rothe
Losung zeigt dhnlich wie das von Nencki analysirte Bromproduet
ein Absorptionsband im grinen Theil des Spectroms. Ich habe die
Lage der Absorptionsbinder des Brom- und des Chlor-Productes ge-
nauer zu bestimmen gesucht und folgendes Resultat erhalten: Das
Bromproduct, in Alkohol gelost, zeigt ein ziemlich verwaschenes Band
der Wellenldnge von 582—484 Millionstel mm mit einer Maximal-
absorption von 571—532 mm. Durch Zusatz von Salzsiure zu der
alkoholischen Losung wird das Band etwas schirfer, der “Wellen-
linge 571-—544 entsprechend. In verdinnter Natronlauge ist die
Farbe des Bromproductes verhiltnissmissig recht lange bestindig
und zeigt ein scharfes Band zwischen 576 — 551. Die alkoholische
Losung des Chlorproductes, von anniihernd gleicher Farbenintensitiit,
zeigte ein  Absorptionsband zwischen der Wellenldnge 376 —484.
Nach Zusatz von etwas Salzsiure wurde das Band schmiler, zwi-
schen der Wellenlinge 544—528. Die alkoholische Losung, mit
vtwas Aether versetzt, zeigte zwei Absorptionsstreifen: der eine von
576 — 564, der zweite von 522—0509. Die anfangs schon rothe
Losung des Chlorproductes in verdlinnter Natronlauge wird rasch
braun und zeigt ein ziemlich scharfes Band zwischen 576 —344
Millionstel mm.
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In Alkalien ist das Chlorproteinochrom leicht léslich, doch geht
die anfangs schdn roth-violette Farbe in wenigen Minuten in eine
briiculiche dber. In saurer Lésung, selbst in der Wirme, ist du-
gegen dieser Farbstoff, wie weiter unten gezeigt wird, recht bestéindig.

Unter der Annahme, dass das von mir analysirte Product ein
wirklich einheitliches ist und Schwefel in seinem Molekiil enthilt, ist
die einfachste aus den analytischen Zahlen berechnete Formel:
CuH15 Cl3 N2 O3, S, welche verlangt:

Thearie im Mittel erhalten
C 5244 pCt. C 52.20 pC.
H 528 » H 540 »
Cl 483 » Ct 474 »
N 1388 N 13.50 »
S 145 » S 119 .»

Das Product chlorfrel berechnet, also das freie Proteinochromogen,
wiirde dann die Zusammensetzung Cos Hi19 031 NotS haben, welche
Formel: Procente C H55.04, H H.68, N 14.04, S 1.2 und O 23.72
verlangr.

Das hohe Molekulargewicht der Substanz legte den Gedanken
nahe. dass das von mir analysirte Product vielleicht eine Verbindung
von einem Kiweissstoffe mit einer Chromogengruppe von einer ein-
fachen Zusammeunsetzung ist. leh suchte daher das Proteinchromogen
durch Kochen mit verddnnten Mineralsinren in seine Componenten
zu spalten, doch erwies sich auffallenderweise diese Verbinduuy
Situren gegeniiber als recht bestiindig.  Ich versetzte die enteiweisste
Verdanangsfiiissickeit mit so viel Salzsiinre, dass die Lésung O pCr.
ClH enthielt und kochte sie eine halbe Stunde lang am Riickfluss-
kiithler. Nach dem Erkalten wurde die etwas triibe Lésung filtrirt,
anfangs mit Natriumearbonat, zuletzt mit Natriumacetat neutralisirt
und mit Chlorwasser wie iiblich gefillt. Dem Anscheine nach war
die Ausbeute an Farbstoff nicht viel geringer, und die Elementar-
analyse der im Vacuum getrockneten Substanz ergab cine nur wenig
verschiedene procentische Zusammensetzung.  Gefunden Procente:
C 53.38, H 5.12, N 13.60, Cl 4.16. S 1.42 und 1.35.

Dieses Resultat ist um so bemerkeuswerther, als allem Anscheine
nach durch Metallsalze schon in der Kilte die schwefelhaltizge Gruppe
vom Proteinchromogen abgespalten wird. Ich habe wiederholt in
Priparaten, die nach vorausgegangener Fiillung der Verdauungsflissig-
keit mit Sublimat oder Bleiacetat dargestellt wurden, nur Spuren von
Schwetel gefunden. Dabei war aber die dbrige procentische Znsammen-
setzung des Chlorproductes nicht constant. So ergab ein Priparat,
dus anfangs mit Tannin, hierauf mit Bleiacetat und nach Entfernen
des Letzteren mit Schwefelwasserstoff, mit Chlorwasser gefillt wurde,
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folgende Zusammensetzung: Procente C 47.16. H 4.35, N 13.60,
Cl 8.56, 8§ 0.11. Ein Préiparat von einer folgenden Darstellung ergab
aber: Procente C 47.54, H 4.45, N 13.32, Cl 4.50, S 0.2%.

Ich versuchte das aus der dialysirten Verdauungsflissigkeit er-
haltene  Chloroproteinochrom aus Alkohol oder Essigester umzu-
krystallisiren. In diesen beiden Fliissigkeiten ist der Farbstoff an-
fangs mit sehén rother Farbe, wenn auch nur wenig, selbst in der
Wirme, l6slich. Beim fortgesetzten Auskochen haben die spiteren
Ausziige schon einen briunlichen Stich, und der Farbstoff wird weniger
loslich, bis schliesslich ein schwarzes, in Alkohol fast unlisliches
Pulver hinterbleibt. Liingeres Kochen mit diesem Ldsungsmittel zer-
sefzt also den Farbstoff, was auch die Elementaranalyse der gelisten
Fraction bestitigt. Die Losung der Farbstoffes in Essigester wurde
anf dem Wasserbade verdunstet und der Riickstand im Vacuum ge-
trocknet.  Eine Kohlenwasserstoffbestimmung ergab darin Procente:
C 2.5 und H H.44. Ein anderes, auf gleiche Weise mit Alkohol
hereitetes Priparat ergab Procente: C 34.66 und H 5.05, Zahlen.
welche bedeutend unter einander und auch von der procentischen Zu-
summensetzung des unverinderten Farbstoffes differiren.

Da die Isolirung des Proteinochromogens mir nicht gelang. suchte
ich durch LFinwirkang von feuchtem Silberoxyd auf das Chloro-
proteinochrom ein chlorfreies Produet zu erhalten.  Sehiittelt man die
in A0-proc. Alkohal geliste Substanz mit Sitberoxyd, so wird die
Fliissigkeit bald entfirbt und das Filtrat erweist sich als chlorfrei.
Auch in Wasser suspendirtes Chloroproteinochrom, mit Silberoxyvd
geschiittelt, verliert das Chlor. Dureh Einleiten von Schwefelwasser-
stoff in die filtrirte Lésung wurde dus geldste Silber entfernt und das
Filtrat davon in einem Vacuumapparate bei 23—250 verdunstet. An
den Winden des Vacuumapparates schied sich noch etwas Silber ab.
Die concentrirte Lisung wurde im Exsiccator iiber Schwefelsdure ge-
trocknet und der syrupise Riickstand mit absolutem Alkohol extrahirrt.
In Alkohol war der Riickstand kaum 16slich und hinterblieb als eine
krystallinisclie, alkalisch reagirende Masse, die mit Salzsiiure und
Platinchlorid gut krystallisirende Salze gab. Die Krystalle erwiesen
sich als stickstoff- und schwefel-haltiz. Leider reichte die erhaltene
Menge fir Analysen nicht uus. Wir werdeu den Versuch in griosserem
Maassstabe wiederholen und hoftentlich den Kérper in geniigender
Menge erhalten. Erwihnen machte ich noch, dass, gleich wie Prof.
Nencki fir das Bromproduct gefunden, auch das Chloroproteino-
chrom mit Kali geschmolzen ausser Pyrrol noch Skatol und Indol
liefert.

Es ist zweckmissig fur die weitere Untersuchung, die bisherigen
Resultate diber den Gmelin'schen Kérper zusummenzustellen. Sie
lassen sich folgendermaassen formuliren:
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1. Im Eiweissmolekiil ist eine complexe chromogene Gruppe ent-
halten, welche bei der Pankreasverdanung losgelost wird und durch
Chlorwasser in Form eines rothen Chlorsubstitutionsproductes abge-
geschieden werden kann.

2. Dieses Product — das Chloroproteinochrom — dessen aus den
Analysen ermittelte Zusammensetzung der Formel CygHyg Cl3N. OaS
entspricht, wird duarch Alkalien und Metallsalze schon in der Kiilte,
sowie durch Kochen mit Alkohol oder Essigester zersetzt, wobei ver-
schiedene, nicht ndher charakterisirte Spaltungsprodnete entstehen.

3. Das Proteinochromogen. dessen Zusammensetzung annihernd
durch die Formel CgsHy903 NoiS ausgedriickt werden kann und das
sich, im Vergleich za den Eiweissstotfen, durch einen hoheren Kohlen-
stoff- und einen niedrigeren Stickstoff-, namentlich aber Wasserstofi-
Gebalt von ilinen unterscheidet, ist ein ebenfalls sehr leicht zersetz-
barer Korper, der aber durch Membranen diffundirt und aus der
wissrigen Losung nicht durch Metallsalze und nar durch Phosphor-
wolframsidure gefillt wird. Durch Zerlegung der Phosphorwolfram-
sdureverbindung kann das Proteinochromogen nicht wieder zuriick-
erhalten werden.

265. A. Fock: Ueber die Molekulargewichtsbestimmung
fester Kdorper.
(Eine 2. Erwiderung an Hrn. Isidor Traule.)
(Eingegangen am 6. Juni.)

In einer als »Erwiderung« bezeichneten Notiz!') bekdmpft Hr. 1.
Traube eine Reilie von Anschauungen und Vorstellungen, welche mir
zugeschrieben bezw. bei mir vorausgesetzt werden, und zwar in mog-
lichst unbestimmter Form, z. Th. sogar nur moglicherweise. Wiirde
ich dieselben gehegt oder vertreten haben, so miisste ich seine Kritik
in manchen Punkten als zutreffend hinnehmen. Es handelt sich in-
dessen iiberall nur um von Hrn. I. Traube selbst auf Grund von
Missverstindnissen construirte Auffassungen und Widerspriiche.

So wird z. B. angenommen, dass nach meiner Ansicht die Mole-
kulargewichte (sdmmtlicher) fester Stoffe unimolekular sind. Dann
resultirt nattirlich ein Widerspruch mit dem, was man auf anderem
Wege tiber die Molekulargrosse einzelner Korper schliessen muss, 0
z. B. bei der Essigsiure und einigen der sich iihnlich, d. i. associirend,
verhaltenden Substanzen. In der Zusammenfassung der Resultate

D Diese Berichte 81, 1081.





