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Da8 damit die von demselben Autor gegebene »chemische Erkii-
rung fiir die (voo Hantzsch) beobachtete Trimolekularitite auch
binfallig ist, sei nur deshalb erwiihnt, weil, wie ich spiiter ') nachgewiesen
habe, derartige Amoniumsalze in indifferenten Medien gar nicht polymeri-
siert, sondern nur verschieden stark assoziiert sind. Auch die dunkel-
farbigen (griinen und braunen) Acridonium-sullite sollen nach Hrn.
Kelhrmann nicht einheitliche Salze, sondern solche »chinhydronartiges
Doppelverbindungen sein — was ebenfalls nicht richtig ist, obgleich
bier wenigstens bei ihrer Bildung aus Methyl-phenyl-acridol und
schwefliger Siure durch die reduzierende Wirkung der letzteren, die
Entstehung von Hydro-acridin nicht so prinzipiell ausgeschlossen wire,
wie bei den Jodiden. Aber auch hier gibt sich die Abwesenheit von
Hydro-acridin-Salz dadurch zu erkennen, daB sich das Sulfit wie das
Jodid in viel heiBem Wasser neutral und vollig klar 19st, und daraus
wieder in fast schwarz erscheinenden Krystallen ausgeschieden wird
— ohne daB sich Hydro-acridin nachweisen 1afit.

Unhaltbar ist danach endlich auch die Annahme Kehrmanuns,
daB die Verschiedenfarbigkeit der Losungen polychromer Salze je nach
Aggregatzustand, Konzentration, Temperatur oder Natur des Losungs-
mittels durch Gleichgewichte der normalen Salze mit den Hydro-De-
rivaten bedingt seien. Tatsichlich handelt es sich hierbei eben um
Chromoisomere, d. i. um Valenzisomere, deren Losungsgleichgewichte
unter den erwihnten Bedingungen verschoben werden. Ubrigens wiirde
sich auch aus diesen von mir gelieferten, voo Hro. Kehrmann leider
picht geniigend beachteten Nachweisen noch auf verschiedene Weise
dartun lassen, dal Kehrmanns Auffassung unhaltbar ist — worauf
aber nach den obigen Ausfiihrungen wobhl verzichtet werden kann.

86. Walther L&6b: Uber das Verhalten des Formamids unter
der Wirkung der stillen Hntladung. Hin Beitrag zur Frage
der Stickstoff-Assimilation.

[Aus der Chemischen Abteilung des Virehow-Kraokenhauses zu Berlin.}
(Eingegangen am 10. Febr. 1913: vorgetr. in der Sitzung am 9. Dezbr. 1912.)

In dem Problem der natiirlichen Stickstoff- Assimilation interessiert
besonders die Frage nach dem ersten orgapischen stickstofthaltigen
Produkt, das den Ausgangspunkt fiir die Bildung der EiweiBkorper
darstellt. Man hat der Ansicht Ausdruck gegeben, daB der Aufbau
der organischen Stickstoftverbindungen in der Natur durch eine Re-

) B. 44, 1776 [1911].
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aktion zwischen Ammoniak und einer der Stufen der Kohlensiure-
Assimilation erfolgen kdnnte, wie etwa einem Kohlenhydrat der niederen
Reihe bezw. I'ormaldehyd. Vielfach bat auch die Anschawung An-
klaog gefunden, daB der Eingriff des Stickstoffs erst bei einem hoheren
Gliede der Kobhlenhydrat-Reihe stattfinde oder auch auf eine Um-
setzung des Ammoniaks mit Siuren, wie niederen Oxyséuren '), zuriick-
zufithren sei. Keiner dieser Anschauungen dienten irgendwelche ge-
naueren experimentellen Befunde als Stiitzen. Wiahrend man iiber
die Form, in der der Stickstoff der Luft und der anorganisch gebun-
dene des Bodens ip assimilationsfihige Verbindungen, wie Nitrate und
Ammoniak, iibergeht, ungefihr Klarheit hat gewinnen kénnen, sind wir
itber die zweite Kardioalfrage, wie der anorganisch gebundene Stick-
stoff in die organisch gebundene Form iibergeht, bisher auf Vermu-
tungen angewiesen.

Linen Ansatz, tiefer in dieses Problem einzudringen, schienen die
Versuche Berthelots?) iiber die Fixierung des Stickstofts idurch zahl-
reiche organische Verbindungen uunter der Wirkung der stillen Ent-
ladung zu bringes. Berthelot selbst hielt eine solche Deutung seiner
Versuche fiir moglich; jedoch ergibt eine genauere Betrachtung seiner
Resultate "und eine Nachpriifung seiner Versuche, dafl eine derartige
Verwertung seiner Ergebnisse nicht statthaft ist. Berthelot hat,
wie ich an anderer Stelle schon ausfiihrte®), der Kompliziertheit der
bei der Fixierung des Stickstoffs auftreteuden Reaktionen nicht Rech-
nung getragen und einer Substanz die Fahigkeit, Stickstoff unter der
Wirkung der stillen Entladung aufzunehmen, zugesprochen, wenn irgend
ein Zersetzuogsprodukt der Substanz, wie eine Siure oder ein Aldehyd,
die ligeschaft besufB, den zupichst in Ammoniak verwandelten Stick-
stoft zu binden. Eine Untersuchung der sich bildenden Substanzen
verbot sich ibm durch die minimalen Ausbeuten, so daB Berthelot
alle seine Schiiisse iiber Natur und Zusammensetzung der entstandenen
Verbindungen lediglich aus den Gasanalysen berechnete. s ist
klar, daB diese Berechnungen nur dapn zu brauchbaren Schlissen
fiihren kdonen, weon bei der Reaktion nur eine einzige einheitliche
Verbindung entsteht. Das ist aber in keinem der von ihm unter-
suchten Reaktionen der Fall.

So sind die von ihm aufgestellten Formeln der komplizierten Ver-
biodungen, die aus Siuren, Aldehyden, Aminosiuren und Kohlenhy-
draten entsteben sollen, fiir die Erkenntnis der sich abspielenden Vor-

) Nach den Versuchen von Haas (Bio. Z. 46, 296 [1912]) ist im Tier-
korper z. B. Glyoxylsiiure nieht als Durchgangsstufe bei der Bildung des
Glykokolls anzusehen.

% C.r. 126, 616 [1898] u. a. a. O. . 3 Bio. Z. 20, 136 [1909).
44*




686

ginge vollig wertlos. Z. B. habe ich bei der Nachpriifung des Ber-
thelotschen Versuches iiber die Fixierung des Stickstoffs durch Al-
kohol!) unter dem Einflu@ der Entladung, bei dem Berthelot die
Entstehung von Verbindungen der Zusammensetzung [C; H(OH)NH; ]
aus den Gasanalysen gefolgert Lat, gefunden, daBl das Reaktionspro-
dukt der Hauptsache nach aus ameisensaurem Ammonium und
Hexamethylen-tetramin besteht.

Es war deshalb ndtig, bei der Bearbeitung dieses Gebietes von
Anfang apzufangen und den Hauptwert der Untersuchung auf den
chemischen Nachweis der entstehenden Stoffe zu legen, ohne die Gas-
analysen als Ersatz einer chemischen Untersuchung der Reaktions-
produkte gelten zu lassen. Nachdem ich in fritheren Versuchen®) in
Bestitigung dlterer Angaben gefunden hatte, dafl feuchter Stickstoff
bereits Ammoniak liefert, bei allen meinen Versuchen aber das Wasser
als integrierender Bestandteil hinzugezogen wurde, konnte ich die experi-
mentelle Aufgabe dahin vereinfachen, dall als stickstefihaltige
Komponente stets feuchtes Ammoniak gewihlt wurde.

Durch meine Versuche iiber das Verhalten der feuchten Kohien-
siure unter dem Einflu der Entladung hatte ich festgestelit®), da#
unter Reduktion der Kohlensiure und gleichzeitiger Spaltung des
Wassers zuerst Formaldehyd, dann Glykolaldehyd entsteht, der
mit groBer Leichtigkeit in Hexosen iibergeht. Es lag vun nabe,
daran zu denken, dall der Glykolaldehyd durch Oxydation in Glykol-
siiure tibergeht, die mit Ammoniak unter Bildung von Glykokoll
bei der Energiezufubr durch die stille Entladung reagiert. Nach dieser
Richtung bewegten sich auch meine ersten, durch Jahre fortgesetzten
Yersuche, aber mit negativem Erfolg. Ich erhielt bei verschiedenen, in
Frage kommenden Kombinationen, wie feuchter Kohlenséuvre, feuchtem
Koblenoxyd, Alkobol usw. wnd Ammoniak mit und obhne Sauerstoff oder
Luft stets als das einzige fiir das Stickstofi-Assimilations-Problem in
Frage kommende Produkt das Reaktionsprodukt von Formaldebyd und
Ammoniak, das Hexamethylen-tetramin. Das danehen entstehende
ameisensaure Ammonium schied als eine Substanz, die an der
Synthese des Liweilles beteiligt sein konnte, ohne weiteres aus. Die
Leichtigkeit und RegelmiiBigkeit der Entstehung des Hexamethylen-
tetramins fithrte mich schlieBlich zu der Anoahme, daB in diesem eine
erste mogliche Phase der Stickstoff-Assimilation zu sehen sei, und ich
legte demgemil deu Schwerpunkt der weiteren Untersuchung zunéchst
darauf, diese Stellung der genannten Substanz experimentell zu be-

1y Bio. Z. 20, 137 [1909). % 7. EL Ch. 14, 556 [1908).
% Z. EL. Ch, 12, 252 [1906).
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griinden, d. h. eine Beziebung von ibr zu den Aminosduren zu
finden. Diese Versuche, die sich chemisch auf das Verhalten des
Hexamethylentetramins gegeniiber Reduktions- und Oxydationsmitteln
unter den verschiedensten DBedingungen, biologisch auf eine Unter-
suchung der Substanz auf ihre Assimilationsfdhigkeit oder Ausoutz-
barkeit durch lebende Ilefe Lezogen, verliefen absolut negativ, so dall
ich allmiiblich von meiner Ansicht, dafl das Hexamethylentetramino
eine direkte Rolle bei der Stickstoff-Assimilation spielen konne,
wieder zuriickkam.

Nach diesen Fehlversuchen blieb noch eine Méulichkeit, von den
ersten, einfachsten iu Frage stehenden anorganischen Substanzen zu
den Aminosiuren zu gelangen, wvimlich tiber die schon von Losu-
nitsch und Jovitschitsch!) beobachtete Reaktion zwischen Am-
moniak und Kohlenoxyd oder, was fiir die Entladungsreaktionen, die
in Gegenwart von Kohlensiure aus dieser stets Kohlenoxyd erzeugen,
dasgelbe ist, Kohlensiure zu Formamid. Freilich konnte bei meinen
stets in Gegenwart von Wasser durchgefiibrten Versuchen die Bil-
dung des Formamids, die nur bei der Reaktion der trocknen Gase
unter der Wirkung der Entladung bLeobachtet worden war, nicht er-
wartet werden; jedoch bestand die Maglichkeit, dafl trotz der Gegen-
wart des Wassers eine weitere Synthese das intermediir entstehende
Formamid als Zwischenphase benutzt. Da ich bei meinen ersten Ver-
suchen in dieser Richtung unter Verwendung von feuchtem Kohlen-
oxyd und Ammoniak nur Hexamethylentetramin isolieren konnte,
wihlte ich das Formamid selbst als Ausgangsmaterial. Die Ent-
ladung wirkt wesentlich nur auf Dample; deshalb wurden die Ver-
suche, wegen der Zersetzlichkeit des siedenden Formamids bei ge-
woéhnlichem Druck, im Vakuum durchgefiihrt. Das Resultat des Ver-
suchs war ein sehr iberraschendes. Die Wandungen des Entladungs-
rohres bedeckten sich alsbald mit einer weiflen krystallinischen Sub-
stanz, die als Oxamid erkannt wurde. Wiahrend der Entladung
spaltet sich Wasserstoff ab. Die Reaktion verlduft nach der Gleichung:

CO.NH.
CO.NH;

Die Tatsache, dall Oxamid beim Kochen mit Wasser oder Am-
moniak zum kleinen Teil in oxaminsaures Ammobium iibergeht, ver-
anlaBte mich, wifirige Formamidldsungen — gleichfalls im Va-
kuum — der Wirkung der Entladung auszusetzen. Wieder beobachtet
man wihrend des Versuchs die Abscheidung einer weillen krystalli-
nischen Substanz auf den Wandungen des Elektrisators. Sie besteht

2H.CO.NH2 —>» + Ha.

1) B. 30, 135 [1897].
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der Hauptsache nach aus oxaminsaurem Ammonium, dem bei
sehr lange durchgefithrten Versuchen etwas Ammoniumoxalat bei-
gemengt ist. Oxamid entsteht hierbei micht. Die Oxaminsdure steht
nun mit dem Glykokoll, der einfachsten Aminosiure, in niichstem
Zusammenhang. Wenn es geliogt, die Reduktion:

CO.NH, s CH,.NH,
COOH COOH

dorchzufiibren, so war eine Synthese des Glykokolls gegeben, die auf
direktem Wege von Koblensidure und Ammoniak zu einem zweifellos
auch in den natiirlichen Prozessen bedeutungsvollen Stickstofi-Assimi-
lationsprodukt fiibrt.

Aus meinen Versuchen iiber die kiinstliche Koblensiure-Assimi-
lation mittels der Entladung ging hervor, daBl das Wasser selbst als
starkes Reduktionsmittel wirksam sein kann. Aus feuchtem
Kohlenoxyd entsteht, wenn auch in geringer Menge, Methan'); feuchte
Kohlensiure wird zu Formaldehyd reduziert. Das Wasser zerfillt
selbst zum kleinen Teil in Wasserstoff und Sauerstoff?). Ferner ist
die Reaktion:

CO + H;0 = COs + H;
fiir die Reduktionswirkung des Wassers in Gegenwart von Koblenoxyd
zu beriicksichtigen. Auch fiir sie liegen bei der Einwirkung der Ent-
ladung auf feuchtes Formamid die Verhéltnisse giinstig, weil das
Formamid zum Teil stets der Umkehrung seiner Bildungsreaktion
unterliegt:
H.CO.NH; —> CO + NH,,

so daB das wasserstoff-liefernde Kohlenoxyd zugegen ist.

Aut Grund dieser Tatsachen erschien es mdglich, dafl eine waf-
rige Formamidlésung unter dem EinfluB der Entladung sofort
Glykokoll liefert. '

Die Untersuchung ergab mit voller Sicherheit die Bildung einer
Aminosiure, freilich in #uBerst geringfiigiger Ausbeute. Trotzdem
aber lieB sich der Nachweis ihrer Gegenwart durch eine Reihe ein-
deutiger Reaktionen fiihren. Diese Reaktionen, die nach vollstindiger
Eutfernung des Ammoniaks angestellt wurden, sind erstens die Titra-
tion des Aminosiuren-Stickstoifs nach der Formaldehyd-Methode von
Sorensen?), zweitens die Abspaltung des Aminoséuren-Stickstoffs nach
der Methode von van Slyke®), drittens die Reaktion mit Triketo-

1) Z.EL Ch, 12,296 [1906]. % v. Hofmann, B. 28, 3317 [1990] und l.c.
3) Bio. Z. 7, 45 [1907] und a. a. St. ibid. 25, 1 [1910].
) Journ. of Biolog. Chemistry 12, 275 [1912).
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bydrindenhydrat nach Ruhemann-Abderhalden?) und schlieBlich
die Darstellung der Naphthalinsulfoverbindung nach E. Fischer und
Bergell?). . Weon es mir bisher auch noch nicht gelangen ist, eine
Avalyse durchzufiibren, so glaube ich doch, daB die Ubereinstimmung
des Sinterungspunktes (148¢ statt 1519) und der Krystallform der
Naphthalinsulfo-Verbindung mit den Eigenschaften der entsprechenden
Glykokollverbindung zusammen mit den aus der Reaktion selbst her-
vorgehenden chemischen Gesichtspunkten und den anderen Amino-
siure-Reaktionen zu dem SchluB berechtigen, dafi die entstandene
Aminosiure Glykokoll ist.

Zupichst spricht die Gegenwart der Oxaminsiure selbst entschei-
dend dafiir, daB eine bei der gleichen Reaktion unter Reduktions-
bedingungen entstehende Aminosiiure nur das Reduktionsprodukt der
Oxaminsidure selbst sein kann. Ferner kobnte ich gegeniiber den
eben genannten Aminosiure- Reaktionen an einer 0.01-prozentigen
Glykokoll-Losung keinen Unterschied gegeniiber der vom Ammoniak
befreiten neutralisierten Versuchslosung konstatieren.

SchlieBlich scheint mir noch ein Umstand, auf den ich bei Be-
handlung der Frage des Zuckeraufbaus und -abbaus auf Grund ex-
perimenteller Ergebnisse mehrfach hingewiesen habe3), fir die Aul-
fassuig der Reaktion von besonderer Bedeutung zu sein; das ist die
Tatsache, daf die unter gleichen Reaktionsbedingungen verlaufenden
Aufbau- und Abbau-Reaktionen oft chemische Umkehrungen dar-
stellen.

Du die Bildung des Glykokolls aus Kohlensiure und Ammoniak
ein ReduktionsprozeB ist, so muB die Umkehrung eine Oxydation des
Glykokolls zu Koblensiure und Wasser bezw. zu einer Zwischen-
pbase dieser Endprodukte sein. Nun ist bekannt, daB viele Eiweifi-
stoffe und ihre hydrolytischen Spaltprodukte, vornehmlich Amino-
siiuren, bei ibhrer Oxydation Oxaminsiure und Formamid bilden. Im
besonderen haben Kutscher und Schenk*) aus Gelatine mit Cal-
ciumpermanganat oxaminsaures Ammonium gewonnen, als dessen
Muitersubstanz sie das Glykokoll ansprechen. Vor allem aber hat’
Ilalsey?®), als er das Glykokoll mit Permanganat zur Aufklirung
der Harnstoff-Bildung behandelte, gefunden, daB Glykokoll nicht pur
Harnstoffbildner ist, sondern als Zwischenprodukte Formemid und
Oxaminsdure liefert. Im Gegensatz hierzu ist Hexamethylentetramin
kein Harnstofibildner und gibt auch keine der beiden Substanzen.

1) Soc. 97, 2025 [1910]; H. 72, 37 [1911].

7 B. 85, 3779 [1902].

%) Siehe z. B. Bio. Z. 28, 10 [1909].

4 B. 37, 2928 [1904]. % H. 25, 325 [1898).
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Ich glaube also aus meinen Versuchen, die weiter fortgesetzt und
ausgebaut werden, den Schlufl ziehen zu diirfen, daBl die uoter dem
EinfluB der Entladung erreichte kiinstliche Stickstofi- Assimilation als
ein maglicher Weg auch des npatiirlichen Prozesses zu betrachten ist.
Beildufig' will ich hier nur erwiibnen, daB ich nach den Resultaten
mit dem Formamid wieder aul die urspriingliche Kombination: feuchtes
Koblenoxyd und Ammoniak zuriickgegangen bin und auch hier das
Auftreten einer Aminosiiure mit den oben genannten Reaktionen kon-
statiert habe.

Formuliert man die Reaktionen unter Wahl von Kobhlensiiure,
Wasser und Ammoniak als Ausgaugsprodukte, so erhilt man folgen-
des Bild:

I. 2C0O: + 2NH; + H:0 — 2H.CO.NH; + H,0 + 0.,

IL 210.C0.NHs -+ H:0 COONH,
- AU A Y T so N, T
COONH,
> CcH,.NH, TV

Der Vorgang dieser Stickstoif- Assimilation présentiert’ sich dem-
pach in den ersten Phasen qualitativ als ein Parallelvorgang der
Kohlensiiure - Assimilation:

I. 2C0; +2H;0 — 2H.CO.H + 2 0s.

In beiden Prozessen handelt es sich um eine Kohlensdure- Auf-
pahme und Sauerstofi- Abgabe.

Inwieweit die beobachteten Reaktionen zur Aufkldrung biologi-
scher Vorginge dienen konnen, soll spiter an Hand des erweiterten
Versuchsmaterials dargestellt werden. Nur iiber die Beziebung der
Versuchsbedingungen zu den patiirlichen Bedingungen sei hier das
Folgende ausgefiibrt.

Die endothermen Reaktionen, zu denen diese organischen Syn-
thesen gehiren, kdonen sich nur unter Foergieauinahme vollziehen.
Die natiirliche Epergiequelle ist die Sonnenstrahlung und elektrische
Energieen, die durch Ausbildung von Potentialdifferenzen geschaffen
werden. Es ist bekaont, dafl in den Pflanzen die Assimilations-
Reaktionen in den griinen Teilen am stirksten durch die gelben und
roten Strahlen ausgeldst werden, die allgemein die chemisch unwirk-
samsten sind, wiithrend die chemisch am stirksten wirksamen ultra-
violetten Strahlen jedenfalls wegen ihrer starken Absorption durch
die Atmosphire nur in untergeordneter Meoge bis zur Erdoberfliche
dringen. Bei dem kiinstlichen Versuch aber ist zu bedenken, daf
den Pilanzen das Chlorophyll als Sensibilisator fiir die gelben und
roten Strahlen dient und diesen die chemischen Eigenschaften der
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ultravioletten gibt. Bei dem Verzicht auf den Sensibilisator erscheint
demnach die Anwendung der ultravioletten Strablung als geboten und
eine Nutzanwenduog der mit ibr erzielten kiinstlichen Lichtreaktiouen
auf die natiirlichen durchaus statthaft.

Diese ultraviolette Strahlung stellt nun der stille Entladungsvor-
gang reichlich zur Verfiigung. Ob die Strahlung der einzige Faktor
der beschriebenen Entladungsvorgiinge ist, wie es Warburg!) fiir die
Ozonbildung nachgewiesen hat, oder ob die elektrische Energie als
solche mitwirkt, ist noch nicht festgestellt; jedenfalls bringt die Gegen-
wart der elektrischen linergie in die kiinstlichen Versuchsbedingungen
gegeniiber den natiirlichen Bedingungen, in denen elektrische Poten-
tialdifferenzen stets vorbanden sind, nichts qualitativ fremdes. Es ist
moglich, durch Anwendung einer ultravioletten Strahlungsquelle direkt
alle die Entladungs-Reaktionen, die auf der Wirkung der durch die
Entladung erzeugten ultravioletten Strablen bLeruhen, hervorzurufen.
In der Tat haben die mannigfachen Versuche?) der letzten Jahre mit
der Quecksilber-Quarzlampe durchgiingig bei den vergleichbaren Reak-
tionen qualitativ dieselben Resultate ergeben, die ich durch die An-
wendung der dunklen Entladung erhalten hatte.

Experimenteller Teil

I. Die Wirkung der stillen Entladung anf wasserfreies
Formamid.

20 g Formamid werden in einem kleinen Rundkolben, der in der
friither geschilderten Anordnung an den mit RiickfluBkiihler versehenen
Elektrisator angeschlossen ist, bei einem Druck von 15 mm Queck-
silber in einem Olbad von 130° im Sieden gehalten®). Die Pumpe
ist an den Riickflulkiibler angeschlossen. Als. fliissige Elektroden
bewithren sich, da wiilrige Losuogen wegen der 100° iiberschreiten-
den Temperatur picht anwendbar sind, Mischungen von 90 TIn.
reinem Glycerin mit 10 Tlo. 10-prozentiger Chlorcalciumldsung.

Die Stromverhéltnisse waren bei allen Versuchen so gewiblt,
daBl der Motor des Rotax-Unterbrechers uuf maximale Geschwindig-
keit und die Unterbrechungszabhl auf das Maximum eingestellt waren.

n W. [4] 13, 464 [1903].

?) z. B. Berthelot und Gaudechon, C.r. 150, 1169, 1327, 1690
(Bild. von Formamid aus CO u. NH;) [1910]. P#ibram und Francke, Sitz.-
Ber. d. Wien, Akad., Mathem.-naturwiss, Klasse 121. Febr. 1912.

) Reines Formamid siedet unter 15 mm Druck bei 110°% Die Angabe
im Beilstein: Siedepunkt im Vakuum bei 150° bezieht sich also auf héhere
Drucke.



Die Stromstiirke der Primirspule des 25 cm-Funkeninduktors betrug
1—1.5 Amp. Ein Unterschied in den Versuchsergebnissen wurde
innerhalb dieser Intensititsschwankung nicht bemerkt.

Nach mehrstiindiger Einwirkung der Entladung auf die Formamiddimpie
Leginnt die sichtbare Abscheidung einer weiBen Substanz auf den Elektri-
satorwandungen, die bei dem weiteren Fortgang des Versuches zum Teil von
dem zurickflieBenden Formamid in den Siedekolben gespalt wird und dort
ungeldst bleibt. Ein Funkendurchgang findet bei den gewihlten Bedingungen
nicht statt; der Elcktrisator erstrahlt in cinem schwachen, nur im Dunkeln
sichtbaren, violetten Licht, Durch besondere Versuche, dic an anderer Stelle
geschildert werden, ist nachgewicsen, daB eine durch etwaige Funkenbildung
veranlaBte pyrogene Zersetzung des Formamids ganz anders verlauft, als die
Wirkung der stillen Entladung und keine Sauren der Oxalsiure Reihe liefert.
Nach 22-stiindiger Versuchsdauer war der Elektrisator durch die weiBle Sub-
stanz, die aus mikroskopischen Krystilichen bestand, undurchsichtig gewor-
den, wihrend das nur schwach gelb gefarbte Formamid im Siedekolben wenig
etwas gefirbte Substanz enthielt. Der Versuch wurde meist nach dieser
Dauer unterbrochen und schlieBlich in folgender Weise bearbeitet.

Nach der Trennung des Siedekolbens und des Kihlers vom Entladungs-
rohr wurde dieses mit Wasser nach VerschluB der beiden Offnungen und
nach dem AbgieBen der Elektrodenfliissigkeiten so lange geschiittelt, bis der
an den Wandungen sitzende Belag sich losgelost hatte. Die IFlissigkeit
wurde mit dem Inhalt des Siedckolbens vercint und die Ausschiittelung mehr-
fach wiederholt.

Es hatte sich gezeigt, dall bei direkter Destillation des filtrierten
urspriinglichen Kolbeniohalts im Vakuum bei 115° nur Formamid
iiberging und nur ganz geringe Mengen geloster Substanz zuriick-
blieben. Die wilrige Formamidlosung mit dem in ihr befindlichen
Niederschlag wurde nach lingerer Abkiihlung filtriert, der Nieder-
schlag mit Wasser, Alkohol und Atber griindlich ausgewaschen. Er
war sogleich weill und krystallinisch; sein Schmelzpunkt lag oberhalb
des Siedepunktes der konzentrierten Schwefelsiure. Beim Kochen
mit Alkalien ging die Substanz unter Ammoniakabspaltung in Lésung.
Die mit Essigsiure angesduerte Fliissigkeit gab mit Calciumchlorid
einen Niederschlag von oxalsaurem Calcium, bei Reduktion
mit Natriumalgam entstand Glyoxylsdure, die durch die Adam-
kiewizsche Eiweifi- und die Naphthoresorcin-Reaktion nachgewiesen
wurde. Die durch das gavnze Verhalten der Substanz nahegelegte
Vermutung, dal Oxamid vorlag, wurde durch die Analyse bestitigt.

0.0538 g ergaben nach Kjeldahls Ammoniakbestimmung einen Verbrauch
von 12.1 cem Yyo-n. HaSO4 = 0.0169 g N,

(CO.NH;);. Ber. N 31.8. Gel. N 31.4.

Beim Erhitzen der Substanz mit waBirigem Ammoniak trat nach

langerer Zeit Losung ein. Beim Erkalten schied sich oxaminsaures
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Ammonium, hiufig in kleinen, kugelfsrmigen, an Tyrosin (beim spon-
tanen Auskr)stalhsleren aus physiologischen Fliissigkeiten) erinnernden
Krystallen, aus. Beim Ansiuern der Ldsung des Salzes schieden sich
nach einiger Zeit kleine Krystillchen aus, die durch ihren Schmp.
210° ibre Umwandlung in Oxalsiure unter Ammoniakabspaltung
sowie durch die Reduktion zu Glyoxylsiure leicht als Oxamin-
siure identifiziert werden konnten.

Die Ausbeute, die ein 20-stiindiger Versuch lieferte, betragt
0.05—0.08 g Oxamid. Im allgemeinen wurde die Ausbeutebestimmung
durch Umwandlung des Oxamids in oxalsaures Calcium und durch
Calciumoxydwégung kontrolliert. Die Werte entsprechen einander so
nahe, dafl sich kein Anhaltspunkt fiir die Entstebung einer anderen
festen Substanz neben Oxamid ergab.

Durch das Arbeiten im Vakuum war die Untersuchung der entweichenden
Gase bei diesem langandauernden Versuche — da der Apparat durchschnitt-
lich nur 8 Stunden am Tage in Titigkeit blieb, erforderte ein 20-stindiger
Versuch rund eine Woche — ctwas unbequem.. Es wurde in der Weise ver-
fabren, daB in die Vakuumleitung ein Azotometer so eingeschaltet wurde,
daB das untere Gaseintrittsrohr mit dem RickfluBkihler des Elektrisators, die
obere Olfnung mit der Vakuampumpe in Verbindung war, wihrend das Wasser
des NiveaugeldBes durch VerschluB des Schlauches mit einem (Quetschhahn ab-
gesperrt blieb. Nach FEintritt eines Vakuums wurde ein wenig Wasser in das
Azotometer aus dem Niveaugefa gelassen, so daB die abgespaltenen Gase
von uoten her das Wasser passierten. Von Zeit zu Zeit wurde der vom
RickfluBkihler zum Azometer fiihrende Schlauch abgeklemmt, das Azotometer
geschlossen, Wasser aus dem Niveaugefill einstromen gelassen und das vor-
handeue Gas in eine Hempelsche Gasbirette abergefihrt. Nachdem auf diese
Weise etwa 30 ccm gewonnen waren, wurden sie analysiert. Eine quantitative
Bestimmung der Gasmenge ist natiirlich in dieser einfachen Apordnung nieht
maoglich.

Fiir den vorliegenden Zweck geniigte der qualitative Nachweis,
dall das Gas zum griofleren Teil aus Kohlenox yd — etwa %5 der Gas-
menge —, zum kleineren Teil aus Wasserstoff und Spuren Luft be-
stand. Das Azotometerwasser reagierte alkalisch und enthielt Am-
moniak. AuBer der zum Oxamid fibrenden Wasserstoffabspaltung
wird also ein Teil des Formamids in Umkehrung seiner Bildungs-
reaktion durch die stille Entladung wieder in seine Komponenten
Ammoniak und Koblenoxyd gespalten. Die Priifung des Kolbeninhalts
nach dem Verdiinnen mit Wasser und des an dem Elektrisator haf-
tenden Oxamids auf Aminosduren verliel absolut negativ.

II. Die Wirkung der stillen Entladung auf wiflirige
Formamidlésungen.

Die Versuche mit wilrigen, 5—10-prozentigen Formamidl&sungen
wurden in der gleichen Anordoung, wie die mit wasserfreiem Form-
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amid ausgefihrt. Nur muBte das Olbad durch ein Wasserbad, dessen
Temperatur auf 40° gehalten wurde, ersetzt werden. Bei dieser
Temperatur ist das Formamid im Vakuum geniigend fliichtig und be-
stindig, um der Wirkung der stillen Lntladung im Elektrisator zu-
ginglich zu sein. Das dullere Bild des Versuchsablaufs ihnelt dem
am wasserfreien Formamid beobachteten.

Die Wandungen des Elektrisators bedecken sich im Laufe einiger Stunden
mit einer festhaftenden weiflen krystallinischen Substanz, die zwar zam Teil
in den Siedekolben gespiilt wird, aber doch bewirkt, dal nach 18 —20-stiin-
diger Versuchsdauer der Elektrisator vollstindig undurchsichtig geworden
ist. Bei gleicher Behandlung des Tlektrisators, wie sie bei den zuerst ge-
schilderten Versuchen geiibt wurde, zeigte sich aber, dall die Substanz in
heilem Wasser vollkommen, wenn auch ziemlich schwer loslich ist. Beim
Abkihlen oder Einengen trat erneute Krystallisation ein, deren Aussehen
anter dem Mikroskop bereits auf oxaminsaures Ammonium hinwies. Daneben
war aber in geringer Menge noch cine zweite Substanz entstanden, héchst-
wahrscheinlich oxalsanres Ammonium. Denn die gesamte Reaktions-
losung gab nach Auflosen des Niederschlages, der zum Teil im Kolben-
inhalt nach Beendigung des Versuchs suspendiert war, zam Teil erst von dem
Elektrisator abgespiilt worden war, mit Calciumchlorid und Ammonigk eine
geringe Abscheidung von oxalsaurem Calcium, die betrichtlich verstirkt
wurde, nachdem die Losung mit Natronlange vom Ammoniak befreit und somit
eine Umwandlung der Oxaminsdure in Oxalsdure herbeigefithrt war.

Der Nachweis des oxaminsauren Ammoniums geschah wieder
durch Umwandlung in freie Oxaminsiure, die aber nicht ganz rein
gewonnen wurde, weil stets etwas saures Ammoniumoxalat sich mit
ausschied. Auch die Reduktionsreaktion zu Glyoxylsdure wurde zur
Kontrolle angestellt, Au!f eine Analyse wurde nach einigen Versuchen
verzichtet; es gelang nicht, das Ammoniumoxalat, von dem einmal mebr,
einmal weniger beigemengt war, zu entfernen. Jedoch liefl sich der
Nachweis der Oxaminsiure in der Weise mit Sicherheit fiihren, daf
aus der warmen, schwach ammoniakalischen Losung mit Calcium-
chlorid die vorhandene Oxalsiiure ausgefillt wurde. Nach der Fil-
tration und ldngerem Kochen mit Natronlauge entstand beim Ansduvern
mit Lssigsdure auls neue ein nunmebr reichlicherer Niederschlag von
oxalsaurem Calcium.

Aut Grund dieser Beobachtungen wurde zur quantitativen Aus-
beutebestimmung oxalsaures und oxaminsaures Salz nach dem Kochen
mit Natronlauge in oxalsaures Calcium iibergefiihrt, dieses gewogen
und seine Reinheit durch Calciumbestimmung kontrolliert. Fiir die
Reaktion selbst spielt das oxalsaure Salz sicher nur eine sekundire
Rolle, indem es aus dem oxaminsauren Salz erst entstanden ist:

CO.NH: CO.NH, COONH,

. o 1 € . _¢ .
2H.CO.NH; + HyO =My o+ [0 05000 +Hi0= 20 i
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Die Entstehung der Oxaminsiure, deren Menge die des Oxamids
aus wasserfreiem Formamid etwas iibertrifft, legte es aus den in dem
theoretischen Teil erwihnten Griinden nahe, die Reaktionsflissigkeit
auf jbren Gebalt 'n Aminoséure zu priifen.

Die Reaktiousfliissigkeit ist nach Abbruch des Versuches neutral.
MitTriketohydrinden-hydrat gibt sie beim Kochen die fiir Amiuno-
siuren charakteristische Violettblaufarbung, deren Intensitit etwa
der mit einer 0.01-prozentigen Glykokollosung erzielten entspricht.
Diesen geringen Konzentrationen muBten die weiteren Aminosdure-
Prdben, die Sorensensche und die van Slykesche, angepalt
werden.

Zu ihrer Ausfihrung wurde die Reaktionsilissigkeit eines 20-stin-
digen Versuches in der folgenden Weise bearbeitet. Zu dem Inhalt des
Kolbens wurde die mit warmem \Wasser hergestellte Losung der an den
Wandungen des Elektrisators hefindlichen festen Substanz hinzugegeben. Dic
Gesamtflassigkeit wurde nunmehr mit Natronlauge gekocht, bis jede Spur
Ammoniak ausgetricben war, was durch die Gegenwart von ubangegrilfenem
Formamid einige Zeit beansprucht. Sodann wurde mit Salzsiure gegen
{.ackmus genau neutralisiert und zunidcht auf 150 cem eingedampft. Von dieser
Losung dienten 50 cem der Bestimmung der Oxalsdure durch Fillung mit
Chlorealcium in schwach essigsaurer oder ammoniakalischer Losung. Die so
ermittelte Ausbeute betrug fir einen 20-stindigen Versuch 0.10-0.125 g
Calciumoxalat, dessen Calciumgehalt zu 31.7%, (Theoric 81.259%,) festgestellt
wurde, d. b, maximal 0.1 ¢ oxaminsaures Ammoninm. Ich méchte hier
die Bemerkung einflechten, daB sich die Ausbeuten zweifellos durch Ab-
anderung der Apparatur, groBere Dimensionen, andere elektrische Verhiltnisse
usw. verbessern lassen werden. Dieser priparative Zweck blieb bei der vor-
liegenden Untersuchung im Hintergrund, da anch die erzielten kleinem Aus-
beuten sich als geniigend erwiesen, den Reaktionsgang mit Sicherheit
festzustellen.

Dic restierenden 100 cem der neutrrlen Lsung wurden geteilt und beide
Hilften auf etwa 8 cem eingedampft. Zur Sirensenschen Bestimmung
wurde nun so verfuhren, dal dic eine Hilfte mit 1 Tropien 0.2-prozentiger
Phénolphthateinlosung versetzt und /1o-2. NaOH hinzugegeben wurde, bis ge-
rade Rosafarbung gegen weiBen Hintergrund eintrat. Sedann wurde mit einigen
‘Iropfen Y1o-n. H3 SOy entfirbt und zur Entferaung der Kohlensaure einige Zeit
wekocht, sodann wieder mit einigen Tropfen !/;o-n, NaOH die Rosalirbung her-
vorgerufen und schnell auf Zimmertemperatur abgekihlt. Brachte man nun
einc neutrale, von Kohlensiure in gleicher Weise belreite und unter Zusatz
von Phenolphthalein durch V%o-n. NaOH gleichfalls anf Rosa cingestellte
FFormaldchydlésung hinzu, so trat momentane Entfarbung ein. Sogleich

- wurde nun mit Yio-n. NaOH wieder his zum Auftreten der Rosafarbung
titriert und ans der verbrauchten L.auge der Aminosduren-Stickstoff be-
rechnet. Es ergaben sich bei den einzelnen Versuchen schwankende, jedoch
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nahe bei einander liegende Ausbeuten, die einen Verbrauch von 8—15 cem
$100-n. Natronlauge hervorriefen. Durch Kontrollversuche iberzeugte ich mich
hiaufig, daB bei JFehlen einer Aminosdure niemals cinc Entfarbung beim
Zusammenbringen der beiden rosa gefirbten Liisungen nach entsprechender
Vorbehandlung eintrat, wobei zuniichst zugesetzte Ammoniumsalze und Form-
amid in der beschriehenen Weise vom Ammoniak beireit wurden.

Uberhaupt muBte don Kontrollversuchen besondere Bedeutung zuge-
messen werden. So iberzeugte ich mich, dafl neutrale Ammoniumsaize, Form-
amid, Hexamethylen-tetramin, Harustoff, Oxaminsiure, cyanursaure Salze usw.
mit Triketohydrinden-hydrat keinerlei Farbung ergaben, so dall dic Angabe
Abderhaldens') aber die Notwendigkeit mindestens einer Amino- und éiner
Carboxylgruppe fiir den Eintriit der Reaktion wohl zu Recht bestehen mag.
Ferner wurden alle, anch weiter unten beschriebenen Reaktionen mit eiuer
0.01-prozentigen Glykokoll-Losung ausgefiihrt und, da diese Konzentration etwa
der im Versuche entstandenen entsprach, ein ganz gleiches Verhalten gegen
Triketohydrinden-hydrat gegeniiber der Sdrensenschen, der van Slykeschen
und der Naphthalinsulfochlorid-Probe konstatiert.

Ein Verbrauch von 15 cem Yyg0-n. Natronlauge entspricht 0.0021 g Amino-
situren-Stickstoff, d. h. ctwa 0.01 g Glykokoll.

Die zweiten 8 cem wurden mit Essigsiiure auf 10 cem gebracht und in
dem von vau Slyke?) beschriebenen, vorziglichen Apparat anf jhren Gehalt
an Aminosiiuren-Stickstoff gepriift. Kontrollversuche ergaben, daf} es bei vor-
sichtiger Arbeit gelingt, dic Luft bis auf 0.1 cem zu entfernen. Bei dem
Versuch, der nur 0.0021 ¢ Aminosiuren-Stickstoff nach Sorensen ergeben
hatte, lieferte van Slykes Apparat L2 cem Gesamt-Stickstoff, d. k.
0.6 cem Aminosiauren-Stickstoff fir die aus 50 cem der Reaktions
losung hergestellten 10 cem. In den urepriinglichen 150 cem waren
also 1.8 cem = 0.00225 ¢ Aminosduren-Stickstoff, d. h. es fand eine nahe
Ubereinstimmung mit dem nach Sérensen ermittelten Werte statt. Als
quantitative Stickstoffbestimmung zur Ermittlung des N-Gehaltes in der aus
den Sorensenschen Daten berechneten Glykokollmenge ist leider die van
Slykesche Methode nicht brauchbar, weil sie gerade fir Glykokoll nicht die
genauen theoretischen Werte liefert, wie van Slyke?) selbst bereits fest-
gestellt hat.

Der geschilderte Versuch entspricht den mittleren Ausbeuten. Die

héchste wurde in einem 18-stiindigen Versuche mit 0.05 g als Gly-
kokoll berechneter Aminosiure erzielt.

Bei der geringen Menge der Aminosiiure mufiten zur Herstelluag der
Naphthalinsulfo-Verbinduug besondere Versuche angestellt und
lediglich auf sie verarbeitet werden. Dieselben — es sind 5 derartige

N H. 72, 37 (1911]). # Journ. of Biolog. Chemistry 12, 275 [1912].
%) ibid. 12, 286 [1912].
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Versuche durchgefiilhrt worden — verliefer stets in der gleichen
Waise.

Dio , Reaktionslosung wurde zuniichst durch Kochen mit Natronlauge
vom Ammoniak vollstindig befreit und auf 30 ccm eingedampft, sodann neu-
tralisiert, mit 5 ccm '/;-n. Natronlauge und einer iitherischen Loésung von
B-Naphthalinsulfochlorid versetzt und 5 Stunden bei Zimmertemperatur ge-
schiittelt. 'Die abgelassene alkalische Losung wurde filtriert, mit Salzsiiure,
die eine Tritbung hervorrief, versetzt und abermals ausgeathert. Die filtrierte
atherische Schicht hinterlieB beim Abdunsten etwas am GefaBboden sitzende
sirupdse Substanz, die in 1—2 ccm Wasser unter Zusatz von 1 Tropfen Am-
moniak gelost und filtriert wurde. Nun erzeugte Salzsiure eine zuerst
milchige Fillung, die beim Stehen, am besten in Eis, nach einiger Zeit in
ein Aggregat von teils sternférmig gruppierten Nadeln i#berging. Durch
mehrere Versuche wurde so viel erhalten, dal der Schmelzpunkt bestimmt
und die Gegenwart von Stickstoff festgestellt werden konnte. Der Sinterangs-
punkt lag nach zweimaligem Umkrystallisieren aus ganz verdiinntem Alkohol
bei 148 —149°, Vollstindiges Sehmelzen war bel 153° eingetreten. Naphthalin-
sulfo-glycin sintert bei 151°. Eine Mischung des Reaktionsproduktes mit
letzterem ergab keine Andcrung des Sinterungs- und Schmelzpunktes. Der
in gleicher Weise mit 30 ccm Glykokoll-Lasung, die 0.01 g Glykokoll enthielt,
durchgefibrte Versuch gab genau dic gleichen Resultate beziglich Aussehen
und Schmelzpnnkt der Krystalle. Die Ausbeute des Naphthalinsulfochlorid-
verfahrens ist bei den geringen Mengen Aminosiure so schlecht, daB ecine
Analyse erst pach Durchfihrung eciner grolleren Zahl weiterer Versuche
moglich ist.

Es besteht aber bereits nach den bisher erhaltenen Lrgebnissen
kein Zweifel, daB die entstandene Aminosiure das Glykokoll ist.

Es ist hierdurch zum ersten Mal gelungen, aus den Ausgangs-
produkten der natiirlichen Synthese, der Kohlensiure, dem Ammoniak
und dem Wasser ohne Verwendung anderer Stoffe lediglich durch
Zufiihrung einer geeigneten Energieform, die mit der strahlenden in
engem Zusammenhang steht, eine Aminosiure kiinstlich herzustellen,
welche jedenfalls als eine der einfachsten Phasen im natiirlichen Kiweif3-
aufbau eine Rolle spielt. '



