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Die mikroquantitative Bestimmung von Blausäure, pflanz­
lichen Blausäureverbindungen und Emulsin.

Von Dr. Hermann Brunswik (Berlin).

(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universität Wien.)

(Mit 3 Textabbildungen.)

Den pflanzlichen Blausäureverbindungen wird von den Anhängern 
der T reu b seh en  Hypothese eine bedeutende Eolle bei der Stickstoff­
assimilation zugeschrieben. Eine eindeutige Entscheidung über die Be­
rechtigung dieser Anschauung ist noch nicht gefallen; jedenfalls ist es 
klar geworden, daß v o r Einsetzen weiterer physiologisch-chemischer 
Untersuchungen und Experimente eine wesentlich verfeinerte Bestimmungs­
methodik für Blausäure vorliegen müsse.

Zum r e i n  q u a n t i t a t i v e n  N a c h w e i s  von H ON  und Emulsin 
in Pflanzenteilen wurde kürzlich vom Verfasser eine einfache, in allen 
Fällen anwendbare und empfindliche Methode angegeben. Auch D e n i g e s 2) 
und B o s e n t h a l e r 3) machten jüngst mit zwei neuen mikrochemischen 
Blausäurereaktionen bekannt. — Der in physiologischer Hinsicht wert­
volle, l o k a l i s i e r t e  N a c h w e i s  von HCN  ist noch nicht in allgemein 
anwendbarer Weise geglückt. Eine einwandfreie Lösung des Problemes 
ist auch in Hinkunft kafum zu erwarten.

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war, in Fortsetzung der 
eben erwähnten Arbeit eine für p h y s i o l o g i s c h e - Zwecke brauchbare 
m i k r o q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g s m e t h o d e  zu ermitteln, die fol­
genden d r e i  Forderungen entspricht: 1. Vermeidung hoher Tempera­
turen, da die Fermente hiedurch irreversibel zerstört werden; daher 
Verzicht auf die bisher übliche Destillation; 2. größte Genauigkeit bei 
tunlichst geringem Ausgangsmaterial, damit der individuelle Fehler beim 
physiologischen Experiment auf ein Minimum herabgesetzt wi rd ;
3. Analyse des von botanischer Seite bisher völlig vernachlässigten 
„ F e r m e n t a t i o n s m i l i e u s “.

J) H. B runsw ik , Der mikrochemische Nachweis pflanzlicher Blausäureverbin­
dungen. Sitzber. d. Akad. d. Wiss. in Wien, math.-naturw. Kl., Abt. I., 130. Bd.> 
1921, S. 383—435. — Für gerichtsärztliche Zwecke modifiziert von H. B runsw ik  
und F. Neu r e i t  er, Uber den mikrochemischen Nachweis der Blausäure bei Ver­
giftungen. Wiener klin. Wochenschrift, Jahrg. 1922, Nr. 28, S. 1—5.

2) G. D eniges, Extension de l’emploi du reactif alloxanique etc. Extr. du 
Bulletin des trav. de la Soc. de Pharmacie de Bordeaux, 1921, I., S. 1—7; vgl. auch: 
Journ. Pharm. Chim. [7], XXIII., 1921, S. 294.

3) L. R o s e n th a le r ,  Beiträge zur Blausäurefrage, Nr. 12. Über den Nachweis 
der Blausäure in Pflanzen. Schweiz. Apoth.-Ztg., 60. Jahrg., 1922, Nr. 35 S. 1—4.
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Zur Durchführung dieser Untersuchung wurde von der A k a d e m i e  
de r  W i s s e n s c h a f t e n  in W i e n  eine S u b v e n t i o n  aus den Erträg­
nissen des L e g a t e s  S c h o l z  bewilligt. Hiefür sei auch an dieser Stelle 
der ergebenste Dank ausgesprochen.

A. Methodik.

Entsprechend den eben erwähnten Leitlinien wurde, unabhängig 
von den bereits bestehenden Bestimmungsmethoden für geringe HGN- 
M engen1), ein Verfahren in Anlehnung an P r e g l  eingeschlagen. Die 
Blausäure wird bei einer 
Temperatur v. 30-40° 0 
durch einen Kohlen­
säurestrom in schwach 
salpetersaueres Silber­
nitrat abgeblasen. Das 
entstehende Silbercya­
nid wird, wie die Silber­
halogenide v. P r e g l 2), 
auf ein Asbestfilter­
röhrchen gebracht und 
mit der Mikrowage von 
K u h l m a n n  gewogen.

Abbildung 1 zeigt 
den kleinen Spezial- 
Apparat hiezu (ausge­
führt von der Firma
Paul Haack ,  Wien Abb. 1. Apparat zur mikroquantitativen Blausäurebe-
ty /o  n  % 1V ^  Stimmung f/g der natürl. Größe). 12lf bzw. Rezipienten,
lA /o , Ijaieillgasse 4J. ^  un(j Glashähne des Zu- und Ableitungsrohres, 
Der Rezipient R 1} für DS Druckschlauchverbindung, G Gaseinleitungsrohr, 
ca 5 Cm3 Flüssigkeit ^  bauchige Eprouvette, mit ljtigem Silbernitrat gefüllt.

bestimmt, kann durch zwei Hähne H 1 und E 2 abgeschlossen werden,
um diesen Teil des Apparates bei Fermentationsproben für sich 
allein in einen Thermostat stellen zu können. Bei H l , dem Hahn­
abschluß des eingeschmolzenen, bis 1 cm über den Boden des
Rezipienten reichenden Einblaseröhrchens, wird der Eezipient mit

*) Vgl. hiezu:
Arno V ie h o e v e r  u. C. 0. Jo h n s , On the determination of small quantities 

of Hydrocyanic Acid. Journ. Am. Chem. Soc., 37. Bd. (1915), S. 601—607.
J. M. K o lth o ff , Über den Nachweis und die Bestimmung kleiner Mengen 

Cyanwasserstoff. Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 57 (1918), S. 1 — 15.
2) F. P re g l,  Die quantitative organische Mikroanalyse, Berlin (1917), S. 105

bis 122 und 130.
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einem gewöhnlichen Kippschen Apparat zur C02-Verbindung ver­
bunden. Um völlig halogenfreie Kohlensäure zu erhalten, wird sie mit 
verdünnter AgNOz-Lösung (Waschflasche) gewaschen. — Nach Füllung 
mit dem Untersuchungsmaterial wird der Rezipient durch den gut 
dichtenden Kautschukstopfen verschlossen und das Ableitungsrohr bei 
H 2 mit einem paraffinierten Druckschlauch (D S ) an das Gaseinleitungs­
rohr G angeschlossen. Dieses taucht in eine bauchige Eprouvette E  ein, 
deren unterster Teil (5 cm) auf 7—8 mm verengt ist. Eprouvette und 
Gaseinleitungsrohr sind demnach gleich den von P r e g l 1) für die Mikro- 
Methoxylbestimmung empfohlenen. Das Gaseinleitungsrohr besitzt zum 
Reinigen und Durchspülen eine obere Öffnung, die während der Be­
stimmung an der verengten Stelle mit einem Tröpfchen ö l i g e r  Salpeter­
säure (an Stelle von P r e g l s  reinem „Wasserverschluß“) abgedichtet 
und darüber mit einem kleinen Korkstopfen verschlossen ist.

Der etwas größere Rezipient R 2 (Abb. 1) ist für 10 cm3 Flüssigkeit 
bestimmt. Durch seine größere Höhe wird das bei manchen Substanzen 
vorkommende Überschäumen in das Ableitungsrohr verhindert. — Als 
Vorlage in der Eprouvette dient l^ ig e s ,  mit halogenfreier Salpetersäure 
leicht angesäuertes Silbernitrat.

Zur Vermeidung unnützer Wiederholungen sei in Bezug auf die 
Behandlung des entstandenen Silbercyanid-Niederschlages auf P r e g l s  
Darstellung der vö l l i g  g l e i c h e n  Verhältnisse-bei den Silberhalogeniden 
hingewiesen. Dort wird die Herrichtuug der Filterröhrchen (a. a. 0.. 
S. 109 —111), das Absaugen der Niederschläge mittelst eines Heberrohres 
(a. a. 0., S. 119— 121, Fig. 24), das gründliche Nachwaschen aller 
Teile abwechselnd mit Wasser und 96 ̂ ig em  Alkohol, wenn nötig unter 
Zuhilfenahme des „Federchens“ (a. a. 0., S. 121), das Trocknen im 
„Regenerierungsblock“ (5 Minuten; a. a. 0., S. 111— 112 und S. 121— 122), 
das besonders g e n a u  festzuhaltende, 30 Minuten lange Verweilen der 
Filterröhrchen v o r der Wägung in der Wage (a. a. 0., S. 112 und 
S. 121— 122), die Reinigung der Apparatur mit Chrom-Schwefelsäure usw. 
eingehend beschrieben und begründet. Alles dies ist auch in vorliegendem 
Falle g e n a u e s t e n s  einzuhalten.

Der Rezipient (R 1 oder R2) wird während der Bestimmung mit 
seinem unteren Teil in ein Gefäß mit Wasser getaucht, das durch eine 
kleine Flamme auf 30— 37° 0 gehalten wird. — Die Eprouvette E  ihrer­
seits taucht, um eine langsame Erwärmung und damit Vergrößerung 
der Löslichkeit von A gC N  zu verhindern, in ein größeres Gefäß mit 
kaltem Wasser.

Der Zusatz von Flüssigkeiten, z. B. Äther, oder der verdünnten 
Säure zum Freimachen der HCN  aus dem Materiale, bzw. zur Be­

F. P re g l, a. a. 0., S. 153—157.
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endigung der Fermentation, erfolgt durch den über Hx befindlichen, 
erweiterten Glasansatz unter Kohlensäure-Druck, also ohne jegliche 
Gefahr eines Verlustes an gasförmiger HCN. — Zum q u a n t i t a t i v e n  
Übertreiben der Blausäure muß bei dem kleinen Rezipienten 
2V2— 3 S t u n d e n ,  bei dem größeren 4 S t u n d e n  abgeblasen werden.

5 cm3 der Cyankaliumlösungen von gleichzeitig durch Titration 
nach L i e b i g  (50 cm3) bestimmtem Gehalt werden in den Rezipienten 
( iü j  gefüllt. Durch J3, wird Oxalsäure (konz. wäss.) eingepreßt und 
27-2 Stunden lang abgeblasen.

II. V e r s u c h e  mi t  A m y g d a l i n - E m u l s i n .
Zu diesen Versuchen diente ein bereits längere Zeit in Gebrauch 

stehendes Emulsinpräparat von K a h l b a u m ,  dessen Amygdalinzeitwert 
1000l), also ein — wohl infolge des Alters — recht hoher war.

10 cm3 einer 1/i %igen Amygdalinlösung (liefert bei theoretischer Spaltung 
— 7-325 mg A gC N ) —)— 12• 33 mg Emulsin. Temperatur: 35° C.

'er
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n Normale Fermentation 
(nach Ansäuern 4  Std. 

Abblasen)

Fermentation bei 
intermittierendem 
Blasen (2—4 Std. 

Intervall)

Ebenso 
mit V2 Std. Intervall

cd mg AgCN d. s. % mg AgCN d s. % mg AgCN d. s. X

1 -8 7 2 5 -5 3
1 3 4 3 46  82 — — — —

2 3 7 4 5 1 -0 5 4 -1 4 56-45X — —

4 3 -8 5 5 2 -5 5 5 -4 4 7 4 - 2 6 X — —

6 3-69 5 0 -3 7 5 -2 1 7 1 - 1 2 X 6*37 8 6 -9 4
10 4 -0 6 5 5 -4 2 — — — — 1
12 4 06 55 42 — — — —

16 4 -1 6 5 6 -7 9 6 -0 4 6 8 - 7 4 X — —

24 4 -3 1 5 8 -8 4 6 - 2 8 5 85-80X — —
24 mit 10 cm 3 ein er ^  % lg. 

Amygdalinlösung: 3-385 9 2 - 8 4 X — —

Aus vorstehender Tabelle ergibt sich folgendes: Bei normaler, 
ungestörter Fermentation waren in e i n e r  S t u n d e  bereits 4 6 '8 2 ^  
Amygdalin gespalten. Bei Ausdehnung derselben auf 24 Stunden konnte 
nur eine Spaltung von höchstens 5 8 ’8 4 ^  erzielt werden. Das Präparat

I. P r o b e a n a l y s e n .

Berechnet auf Grund 
der Makro-Titration 

6-485 mg AgCN

Gefunden 
in der Mikroanalyse 

6-52 mg AgCN -f- 0 * 03g mg AgCN
6’485 
0*62 
1-00! 
1 '  660 1-68

4 -0 -0 3  
— 0-06 
+  o-oi 
+  0 -018

J) Näheres siehe Abschnitt C, S. 70 u. 71.
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zeigte demnach, trotz mittlerer Temperatur (35° C), eine beträchtliche 
Zerfallsgeschwindigkeit. Bei Fermentation unter intermittierendem Blasen 
(meist 2 Stunden Intervall) ließ sich jedoch die Spaltung in derselben 
Zeit auf 70—9 0 ^  bringen. Wie schon Tam  m a n n  und Au l d  fest­
stellen, hemmen alle drei Amygdalinspaltungsprodukte die Emulsin­
wirkung. Dabei erwies sich die Blausäure bedeutend Wirkungsvoller als 
Benzaldehyd und Glukose. Durch Abblasen des Hauptteiles der jeweils 
gebildeten Blausäure aus dem sonst ungestörten Fermentationssystem 
wird die Hemmung dieses e i n e n  Spaltlings beseitigt. Der Gleichgewichts­
zustand zwischen Amygdalin, der hypothetischen Emulsin-1) =  Amyg- 
dalin-Bindung, und den Spaltprodukten (H GN) wird in der Richtung 
beinflußt, daß neue Spaltprodukte gebildet werden können. — Ein an­
dauerndes Blasen mit Kohlensäure wirkte jedoch wieder ungünstig (in 
12 Stunden waren nur 37 ̂  gespalten), da hiedurch die Wasserstoff­
ionenkonzentration d a u e r n d  auf der der Kohlensäure, also viel zu sehr 
im sauren Gebiete, gehalten wurde.

Da die in natürlichem (Pflanzen-) Material vorkommenden amygdalin­
spaltenden Fermente ebenfalls meist nicht hochwertig und konzentriert 
sind, dürfte es zulässig sein, die an dem untersuchten Emulsinpräparat 
gewonnene Erfahrung hinsichtlich der Vorteilhaftigkeit des i n t e r ­
m i t t i e r e n d e n  B l a s e n s  auch auf die Fermentation der Naturobjekte 
zu übertragen.

I I I .  E i n f l u ß  d e r  W a s s e r s t o f f i o n e n k o n z e n t r a t i o n .
Je nach dem Zustande, dem Alter und der Herstellungsweise eines 

Emulsins scheint sich, wie W i l l s t ä t t e r s 2) kritische Literaturzusammen­
stellung zeigt, sein pn -  Optimum etwas zu ändern.

Die jüngsten diesbezüglichen Untersuchungen W i l l s t ä t t e r s  stellen 
das Optimum für die Amygdalinspaltung bei p E =  Q fest. Schon vor 
Kenntnis dieser Arbeit hatte ich mit dem bereits erwähnten, zur Ver­
fügung stehenden Emulsinpräparate den Einfluß der Wasserstoffionen­
konzentration bei l ä n g e r e r  Fermentationszeit (12 Stunden) zu ermitteln 
gesucht.

Tabelle 1 und Kurve Abb. 2 zeigen die Ergebnisse dieser Ver­
suche. Zunächst geht hervor, daß bei 1 2 s t ü n d i g e r  F e r m e n t a t i o n  
mit einem n i c h t  hochwertigen Emulsin eine breite optimale Zone von 
Pe =  4 174 (Nr. 7) bis pa. =  6 '5 6  (Nr. 15) besteht. Da die leichte 
Zweigipfeligkeit der Kurve zuerst unwahrscheinlich schien, wurden die 
Bestimmungen an den wichtigen Punkten p a =  4*74 (Nr. 7 und 8),

x) Amygdalase- und Prunase-Wirkung als Einheit aufgefaßt.
2) R. W i l l s t ä t t e r  und W. C sänyi, Zur Kenntnis des Emulsins. Zeitschr. f. 

physiol. Chemie, Bd. 117, 1921, S. 180—183.



Tabelle 1.
E i n f l u ß  d e r  W a s s e r s t o f f i o n e n k o n z e n t r a t i o n  a u f  die  E m u l s i n ­

w i r k s a m k e i t  bei  1 2 s t ü n d i g e r  F e r m e n t a t i o n .
10 cm3 der bezeichneten Pufferlösung, die 25-00 mg Amygdalin (also ViX) enthielt, 
mit 12 mg Emulsin versetzt (Evakuierung von 30 Sekunden zur guten Durchmischung). 
Emulsin- (Präp. Kahlbaum) -Zeitwert: 1000 (vgl. Tab. 3a). — 12 Std. Fermentation 
im Thermostaten bei 37° C. Nach Säurezusatz 4 Std. Abblasen mit Kohlensäurestrom.

63

Nr i^H1)
verwendeter Puffer 

(bei 37° C)
gewogenes 

AgCN  in mg
entspricht einer 

Amygdalin­
spaltung von

1 2-89 Vjo n Essigsäure 0-165 2-25X

2 3-24 Vio  n  Essigsänre . aa . 
i / i o  n  tfa-Azetat 11 0-300 4-10X

3 3-54 * 16/l l-595 21-73X

4 3-84 » 8/l 2-150 29-35X

5 4 1 4 3 ‘ 61B 49-35X

6 4-41 v15 n K R .P O , 3-605 49-21X

7
4-74 Vio n Essigsäure 1(

4-020 54-88X

8 J/ io  n  iVa-Azetat ’1 4-120 56-24X

9 5-05 V * 4* 16g 56-87X

10 5-35 n n 3-620 49-69X

11
5-66 '1*

3 *865 52-62X

12 3 -88g 63-03X

13
5-96 V i e

4-OOg 54-66X

14 4-16 56-79X

15 6-56 4 cm3 Na2RP(Ji -j- 
6 cm3 K H 2PUi 4-O20 54-88X

16 7-09 7 cm3 N a2R P 0 4: -f- 
3 cm3 KHzPOi 3-440 46-96X

17 7-66 9 cm3 N a ^H P ü i +  
1 cm3 K H 2 P üi 3-15g 43-07X

18 7-96 9-5 cm3 N a2HPOi -f- 
0-5 cm3 K R 2POi 2 47 33-72X

19 8-31 9-75 cm3 N a2R P O i -}- 
0-25 cm3 K R 2POi 2-31b 31-60X

20 8-60 9-9 cm3 N a2RPO i 
0 ‘ 1 cm3 K H 2PO± 0-78ß 10-72X

21 9 10 Vi6 n Na2HPOi 0 * 21 g 2-96X

’ Vgl. auch die kurvenmäßige Darstellung dieser Analysenreihe in Abb. 2.

*) pH-Werte, für 37° berechnet, nach L. M ich ae lis , Die Wasserstoffionen- 
konzentration, Berlin (1914), S. 182—189.
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=  5 -66 (Nr. 11 und 12) und =  5*96 (Nr. 13 und 14) wiederholt, 
jedoch übereinstimmende Werte erhalten.

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse W i l l s t ä t t e r s  läßt sich 
aber die Zweigipfeligkeit der Kurve in einfacher Weise deuten. Wi l l -  
s t ä t t e r  ermittelte als ^n-Optimum für die P r u n a s e  (Prunasinspaltung) 
4-9, für die A m y g d a l i n  S p a l t u n g  (Amygdalase- +  Prunase-Wirkung) 6. 
Die Amygdalasespaltung liefert daher der Prunase erst ihr Material 
(Prunasin) in einer die für sie gar nicht mehr optimal ist. Wenn, 
entsprechend dem geschwächten Zustande des ganzen Emulsinapparates, 
die Prunase geschwächt ist, so wird sie bei ihrem Wirkungsoptimum 
um p h := 4 , 9 von der ihr zur Verfügung stehenden Prunasinquantität

Abb. 2. Spaltungskurve einer 1li %igen Amygdalinlösung mit gleicher 
Fermentmenge bei verschiedener — Temp. 37° C. — X  Azetatpuffer, 

o Phosphatpuffer.

eine prozentig m a x i m a l e  Menge weiter spalten. Bei £>h =  5 ‘20—5 7 0  
aber wird trotz einer größeren zur Verfügung stehenden Prunasinmenge
— da die Amygdalase erst zu ihrem Optimum aufsteigt — eine pro­
zentig geringere Menge gespalten werden. Erst beim Amygdalase-Optimum 
p R =  6 wird sie gewissermaßen durch die Materialüberflutung neuer­
dings g e s a mt - ,  wenn auch nicht p a r t i a l p r o z e n t i g ,  m e h r  spalten.

Der Grund, warum W i l l s t ä t t e r  eine derartige Zweigipfeligkeit 
der Kurve nicht erhielt, kann entweder in der zu geringen Anzahl der 
Bestimmungen im ^n-Gebiet von 4—5 liegen oder w a h r s c h e i n l i c h  
darin, daß in W i l l s t ä t t e r s  hochwertigem Präparat das Verhältnis 
Amygdalase-Prunase ein solches war, daß auch bei dem für die Prunase
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nicht mehr optimalen pu =  5—6 doch noch sämtliches von der Amygdalase 
gelieferte Prunasin weiter gespalten werden konnte.

Immerhin spricht auch die Kurve (Abb. 2) bei dieser Deutung 
dafür, daß Amygdalase und Prunase im Emulsinkomplex als zwei getrennt 
wirkende Fermente existieren.

B. Bestimmung der Blausäure in Pflanzenteilen.

Die an dem System Amygdalin-Emulsin zur Erzielung einer 
möglichst vollständigen Spaltung der Blausäureglukoside gewonnenen 
Erfahrungen wurden nun bei der Untersuchung der natürlichen 
Pflanzenobjekte verwertet.

a) Die E in  w a g e  des Materials war nach Möglichkeit so gewählt, 
daß Mengen von 1—5 mg Silbercyanid (Ag GN) erhalten wurden. 
Dazu reichten zumeist V2— 1V2 g aus, also z. B. eine halbe Mandel, 
2 Marillenkerne, 2—4 Mondbohnen, 7 Samen von Vicia macrocarpa,
1 Blatt von Prunus laurocerasus, 2—4 Blätter von Prunus padus usw. 
Verhältnismäßig t r o c k e n e s  M a t e r i a l ,  in dem keine früher als 
„locker“ oder „labil“ gebunden bezeichnete Blausäure vorhanden is t1), 
wurde in der Reibschale feinst gepulvert und sodann im Rezipienten 
(Abb. 1, B 2) mit 10 cm3 destilliertem Wasser versetzt. Gute, sofortige 
Durchmischung ließ sich durch Evakuieren mit der Luftpumpe bis zur 
Blasenbildung (ungefähr 30 Sekunden) erzielen. Die Fermentation er­
folgte im Thermostaten bei 30—35° C. — B l ä t t e r  z. B. von Prunus 
laurocerasus, Prunus padus, Linum usitatissimum  usw., die beim Zer­
schneiden bereits b e t r ä c h t l i c h e  Mengen von Blausäure in Freiheit 
setzen, wurden als ganze, unverletzt, nur sanft eingerollt in den 
Rezipienten gebracht und V2— 1 cm3 Äther zugesetzt. Dieser ermöglichte 
das sofortige Aufeinanderwirken von Emulsin und dem betreffenden 
Blausäureglukosid i n n e r h a l b  des ätherisierten Gewebes. Bereits nach 
einer halben Stunde wurde mit dem intermittierenden Abblasen be­
gonnen. Erst bis das Blattmaterial auf diese Weise erschöpft war 
(nach ca. 6 Stunden), wurde es zerschnitten und zerrieben, der Brei mit 
Wasser versetzt und die Fermentation in derselben Weise wie bei den 
trockenen Objekten 6—30 Stunden unter intermittierendem Kohlensäure- 
Abblasen vorgenommen. — Nach Zusatz von x/2 cm3 verdünnter Säure 
erfolgte dann stets noch ein zweistündiges „Restblasen“.

J) Ygl. hiezu die beiden von einander unabhängigen Diskussionen über diese 
Frage bei L. R o s e n th a le r ,  Beiträge zur Blausäurefrage, Nr. 3: In welcher Form 
kommt Blausäure im Pflanzenreich vor ? (Schweiz. Apoth.-Ztg., 57. Jahrg., 1919, 
Nr. 40, S. 1—6) und bei H. B ru n sw ik , a. a. 0. (S. 384—389).

Osterr. botan. Zeitschr., 1923, Heft 1—5. 5
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b) F e r m e n t a t i o n s d a u e r .  Im allgemeinen lassen sich die 
mikroquantitativen Blausäure-Bestimmungen nach dieser Methode bei 
b l o ß  o r i e n t i e r e n d e r  Untersuchung („Schnellmethode“ ; z. B. bei 
Nahrungsmittelprüfung [Phaseolus lunatus!J) mit einer Fermentations­
zeit von 6— 8 Stunden unter häufigem intermittierenden Abblassen 
durchführen. Die Werte bei der n o r m a l e n  Fermentationsdauer von 
24— 30 Stunden (mit etwa dreimaligem intermittierenden Abblasen von
2 Stunden) sind, wie die beiden entsprechenden Kolonnen in T a b e l l e  2 
zeigen, nur um w e n i g  h ö h e r .

Die in W e h m e r s  „Pflanzenstoffe“ angegebenen makrochemisch ge­
wonnenen Analysenzahlen der untersuchten Pflanzenobjekte (vgl. vor­
letzte Kolonne in Tabelle 2), stimmen mit den gefundenen Werten gut 
überein. — Im allgemeinen konnte aber durch die sorgfältige individuelle 
Behandlung des Materials, wie sie nur die Mikroanalyse ermöglicht und 
durch das intermittierende Abblasen mit C 02 stets ein einigermaßen 
höherer Gehalt an Blausäure, bzw. dem betreffenden Blausäureglukosid, 
gefunden werden, als bisher angegeben worden war.

c) Zur B e r e c h n u n g  d e s  G l u k o s i d g e h a l t e s  ist freilich noch 
die Frage zu entscheiden, ob unter den angegebenen Bedingungen eine 
v o l l s t ä n d i g e  Spaltung der Blausäure-Glukoside erfolgt oder nicht. 
Soweit mir bekannt ist, wird diese Frage stets — stillschweigend — 
bejaht. Trotzdem glaube ich n i c h t ,  daß bei den vorliegenden, wie auch 
bei den früheren makrochemischen Analysen, jemals durch die Fermente 
eine w i r k l i c h  q u a n t i t a t i v e  Aufspaltung der pflanzlichen HCN- 
Verbindungen in ihrem natürlichen Substrat erfolgte. Falsche Gleich­
gewichtszustände (Tammann), Hemmungen durch die Reaktionsprodukte 
(Zucker, Benzaldehyd), Fermentzerfall trotz der relativ niederen 
Temperatur von 35° C, nicht optimales usw. stehen dem hindernd 
im Wege. Selbst im r e i n e n  System Amygdalin—Emulsin kann nur 
bei hochwertigen Emulsinpräparaten und verhältnismäßig langer 
Fermentation unter den günstigsten Bedingungen eine Spaltung ü b e r  
9 0 %  erzielt werden (S. M. A u ld 1), E. F is c h e r 2), R. W i l l s t ä t t e r 3) ; 
vgl. auch S. 5). Daß aber auch n a t i v e s /  im Pflanzenmaterial vor­
kommendes Emulsin keineswegs irgendwie w i r k s a m e r  ist als die sorg­
fältig hergestellten Emulsinpräparate, sei durch folgenden Versuch 
gezeigt:

J) S. Manson A uld, Journ. Chem. Soc., Bd. 93, S. 1151 — 1277 (1908).
2) E. F is c h e r ,  Einfluß der Struktur der ß-Glukoside auf die Wirkung des 

Emulsins. Ztsch. f. physiol. Chem., Bd. 107 (1919), S. 176—202.
3) R. W i l l s t ä t t e r  u. W. C zänyi, Zur Kenntnis des Emulsins. Ztsch. f. 

physiol. Chem., Bd. 117 (1921), S. 172—200.
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a) Süße M an d e l 0-62 g lufttrocken, 2 Jahre alt. b) K a h lb a u m -E m u ls in
(Hätte, wenn eine bittere von derselben Sorte [3-1X; Zeitwert 1000  (1 Jahr offen), 

vgl. Tab. 2] — 19’22 mg Amygdalin). — 12 mg.
10  cm3 Amygdalinlösung ( =  25 mg Amygd.). -j~ 10 cm3 V4X  Amygdalinlösg.

( =  25 mg Amygd.).
Mazeration von 10 h 50' vm. bis 4 1» 50' nm. (6 Std.) Mazeration von 8  ̂3ß< vm. bis

2 35' nm. (6 Std.).
Blaszeiten: 3 1» —' nm. bis 4 h 30< nm. 4 h 60' -)- Säure, Blaszeiten: 10 h 35' vm. bis

Restblasen bis 9 h —' nm. 12 h 35< ymi 2 ii 35-» Säure,
2^2 Std. Restblasen.

Gewogen: 5 ’07 rag A g C N , d. s. 1 024 mg HGN. G ew ogen: 5*21 mg  A gC N ,
d. s. 1-052 mg HCN. 

Demnach g e s p a lte n : 69*21X des Amygdalins. Demn. g e sp a lte n : 71*12X
des Amygdalins.

Aus diesem Grunde wurde in Tabelle 2 der Prozentgehalt an den 
betreffenden H CN -Glukosiden bei 9 0 ^  S p a l t u n g  neben dem a b s o l u t  
gefundenen errechnet, da diese Werte wohl dem wahren Sachverhalt 
näherkommen.

d) E i n f l u ß  d e r  W a s s e r s t o f f i o n e n k o n z e n t r a t i o n .  Auch bei 
natürlichem Material wurde untersucht, ob die Blausäure-Ausbeute durch 
Verwendung eines Puffers von Pr 4 7 —6 (z. B. Acetatpuffer y i6, 
p R =  5 ‘96 bei 37® C) an Stelle von dest. H%0  (von p R =  6 -8 bei 37° C) 
als Mazerationsflüssigkeit gesteigert werden könnte. Als Beispiel sei 
folgendes Analjsenpaar gewählt:
11. September. 2 bittere Mandeln — 0-96 g

feinst zerrieben; Pulver gründlich durchmischt, 
a) 0-46 g davon b) 0-46 g davon

-j- 10cm3 Acetat-Puffer 1/i(P h = 4 ,74). _|_ 10  cm3 dest. H 20  (pH =  6 ‘8).
Mazeration: 11 h 0G< bis 12h 06' vm.(l Std.) Mazeration: 11h 16' bis 12h 16'vm. (1 Std.) 

-f- Säure; Blasen bis 4 toü< nm Säure; Blasen bis 4^ 16' nm.
G ew ogen: 4 '3 2 5 mg A g C N  G ew ogen: 4 '216 mg A g C N

(d. s. 0-8732 mg HCN), (d. s. 0-8510 mg HCN),
■d. s. also X  =  0-1898X HCN  d. s. also % =  0-1850X H C N

=  3 ’216 °/C A m ygdalin . =  3*128 % A m ygdalin .

A  =  0-088X  Amygdalin 
(bzw. 0 - 0048g % HCN).

Die Mehrausbeute an Blausäure H CN  ist demnach eine recht 
kleine; der Unterschied (z/) liegt bereits nahe der Fehlergrenze dieser 
Methode bei fermentativen Systemen überhaupt. Da durch das i n t e r ­
m i t t i e r e n d e  Abblasen mit Kohlensäure während der Fermentation 
die pb. zeitweilig von 7 gegen 4 gedrückt wird, so wurde auf die V er­
wendung eines Puflers von optimaler Emulsin-^H vollständig verzichtet, 
auch aus dem Grunde, weil dann das Abblasen mittelst eines neutralen 
Gases (N  oder H2) erfolgen müßte.

8. September.

5*



Tabelle 2 a.
B l a u s ä u r e - M i k r o a n a l y s e n  a n  P f l a n z e n o b j e k t e n .

Datum Objekt
(Pflanzenname)

Untersuchter
Pflanzenteil

Ei
nw

ag
e 

in 
g

H C N  erhalten bei 
Fermentation

Gehalt berechnet auf ev. 
bekanntes HCJV-Glukosid 
(X  vom Frischgewicht)

bekannte Werte 1 
bei makrochem. ! An-

24-40  Std. 
intermittier. 

Blasen

6 - 8  Std. 
intermittier. 

Blasen

Analyse 
(Wehmer, 1911)

merkuug
bei lOO^ig.Spaltg. bei 90%ig. Spaltg.

8./IX. Prunus communis (L.) Are. 
var. phys. amara Tsch.

lufttrockener
Same 0-52 — 0-1732X 2-93X

Amygdalin
3-22X

Amygdalin
3X —±X 

Amygdalin

—

22./VIII. n n 0-44 0-1835X — 3 10X
Amygdalin

3-41X
Amygdalin -

13./IX. n n 0-46 — 0-1860X 3-13X
Amygdalin

3-44X
Amygdalin

bloß 1 Std. 
fermentiert

31./VIII. Prunus persica
Sieb, et Zucc. n 0 5 7 0-1220X — 2 C6X

Amygdalin
2-27X

Amygdalin
2-35X

Amygdalin —

24./VIII. Prunus armeniaca L. n 0-58 0-1695X — 2-87X
Amygdalin

3-15X
Amygdalin — —

2./IX. Prunus domestiea L. V 0 6 2 0 0672X — 1-14X
Amygdalin

1-25X
Amygdalin

0-96X
Amygdalin —

11./IX. Prunus spinosa L (18 Stück) 0 6 8 0-l574X — 2-66X
Amygdalin

2-93X
Amygdalin — —

2./IX. Prunus laurocerasus L . einjähriges Blatt, 
frisch 1-76 — 0 - 1 1 8 g X

?
P ru lauraein  and  

Laurocerasin

?
F ru lau rasin  und 

Laurocexasin 1 ca. O1120X 
[ H C N von dem- 

' selben 
Zweig

2./IX. n n 1-55 0-1283X — n

2./IX. -»
zweijährig. Blatt, 

frisch 2-44 — 0-0797X n n —

l./III. 91
einjährig., überwin­
tertes Blatt, frisch 0-93 0-1269X — n n 1 ca. 0-120X

[ H C N
I vor dem 
/  Aub- 
1 treiben!3./III. n n 1-22 0-1383X — n r>

10./IX. Prunus padus L. einjährig. Blätter 
(4 Stück) 2-07 0 0336X —

?
Prunasin

?
Prunasin 0 022X H C N —

10./IX. Rinde der ein­
jährigen Zweige 0-26 0-0967X — 2 06X 

Amygdalin (?)
2-26X 

Amygdalin (?)
b is lX amorphes

Amygdalin —



Tabelle 2 b.
B l a u s ä u r e - M i k r o a n a l y s e n  a u  P f l a n z e n o b j e k t e n .

Datum Objekt j  Untersuchter 
(Pflanzenname) Pflanzenteil

a>fcJJ t ca bo
S .s
H

H C N  er 
Ferme

24-40 Std. 
intermittier. 

Blasen

lalten bei Gehalt berechnet auf ev. 
ntation bekanntes ÜCW-Glukosid 

6—8 Std. (X  voni Frischgewicht)
lntMasenier’ bei 100X'g-Spaltg.| bei 9Ö̂ ig Spaltg.

bekannte Werte 
bei makrochem.

Analyse 
(Wehmer, 1911)

An­
merkung

13./IX. Prunus aviuvi L. lufttrockene 
Samen (6 Stück) 0-43 0 ‘1270X — 2-12X

Amygdalin
2-34X

Amygdalin
0-85X

Amygdalin —

ll./IX . Prunus cocomilia Ten. (4 Stück) 0 54 0-119eX — 2 02X 
Amygdalin

2-24X
Amygdalin — —

9./IX. Cydonia oblonga Mill. (30 Stück) 1-43 0 031 X — 0-53X
Amygdalin

0-58X
Amygdalin — —

27./VIII. Malus domestica Borkh. n 1-27 0-030 X — 0-51X
Amygdalin

0-56X
Amygdalin

0-6X
Amygdalin —

4./IX. Phaseolus lunatus 
farbige Birma-Sorte Samen (4 Stück) 1-27

1-86

0-0242X 

0" 026jX

- 0-22X
Phaseolunatin

‘ 0-24X 
Phaseolunatin

0010—0 020X 
H C N —

10./IX. Phaseolus lunatus 
weiße Birma-Sorte » (io „ ) — 0-24X

Phaseolunatin
0-26X

Phaseolunatin
0-007—0-019X 

H C N —

4./IX. Phaseolus lunatus
Java-Sorte (4 * ) 1-39 0-1785X — 1-63X

Phaseolunatin
1-79X

Phaseolunatin
0-050—0*320X 

HCN —

5./IX. Vicia macrocarpa Bert. (7 „ ) 105 — 0-0104^ 0-164X - 
Yicianin

0-18X
Vicianin — —

6./IX. 

21,/VIII.

n * (8 ) 1-06 o '-o io jx — 0-160X
Yicianin

0 ’17eX
Vicianin — —

Linum  usitatissimum  L.
lufttrock.Samen 
(ca. 200 Stück) 1-00 0-0160X — 0-15X

Phaseolunatin
0 1 6 X

Phaseolunatin
bis 1-5X 

[Phaseolunatin

—

17./IX. n
noch nicht er­

grünte Keimlinge 0-68 0 0434X — 0-40X
Phaseolunatin

0-44X
Phaseolunatin —

28./IX. p
ergrünte Keimlinge 

(3 Blattpaare) 0-69 — 0 042 X 0-39X
Phaseolunatin

0-43X
Phaseolunatin —

ll./IX. Sambueus nigra L. Blätter
(Herbst-Frisch trieb)

3 6 0 0-0036X — 0-04X
Sambunigrin

0-043X
Sambunigrin

0010—0003X 
H C N Herbst!

9./III. Arurn orientale Boiss. erstes Blatt 1-31 — 0-0057X ? ? — —
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e) V e r w e r t u n g  d e r  A n a l y s e n z a h l e n  für  p h y s i o l o g i s c h e  
S c h l u ß f o l g e r u n g e n .  Von T r e u b  und den späteren Anhängern seiner 
Hypothese wird eine meist größere Menge von Pflanzenmaterial durch 
24 Stunden fermentieren gelassen (ev. unter Zusatz eines Emulsin­
präparates), dann die abgespaltene Blausäure destilliert und die so ge­
wonnenen Zahlen für den H CN-, bzw. Glukosidgehalt zu physiologischen 
Schlußfolgerungen verwertet. Es scheint aber, daß man dies n i c h t  so 
o h n e w e i t e r s  tun darf, sondern dem „ F e r m e n t a t i o n s m i l i e u “ eine 
größere Beachtung schenken muß. Die nach den Untersuchungen von 
G. K r a u s  im Tagesrhythmus stets schwankende (gemessen am 
Gesamtpreßsaft), die größere Anhäufung von hemmenden Reaktions­
produkten (Zucker) zu gewissen Tageszeiten und bei Witterungseinflüssen 
können in diesem — f e r m e n t a t i o n s b e e i n f l u s s e n d e n  — Sinne zur 
Erklärung der von T r e u b  beobachteten Abhängigkeit des HCN -Gehaltes 
von der Besonnung am vorangegangenen Tage (Phaseolus lunatus), der 
bei gewissen Pflanzen feststellbaren Schwankungen im Blausäuregehalt 
der Morgen-, Mittags- und Abendblätter, sowie der oftmals behaupteten 
Abnahme des Cyan wasserstofles bei Verdunkelung herangezogen werden. 
Nicht der Blausäuregehalt wäre demnach schwankend, sondern nur der 
Spaltungsgrad einer k o n s t a n t e n  Blausäureglukosidmenge, eben infolge 
des wechselnden Fermentationsmilieus. Damit aber wäre die untergeordnete 
Bedeutung der Blausäure-Verbindungen für den Stickstoffhaushalt der 
betreffenden Pflanzen erwiesen. Eine Analyse und Nachprüfung in 
d i e s e m  S i n n e  steht noch aus.

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die beschriebene Methode, 
unter Berücksichtigung des Fermentationsmilieus, auch für physiologische 
Untersuchungen brauchbar sein dürfte1). Sie übertrifft die bisher geübte 
jedenfalls an Feinheit. Schneller, unter Ausschaltung aller der eben an­
geführten Fehlerquellen, würde freilich eine Methode der Mikro-Hydrolyse 
zum Ziele führen.

C. Bestimmung des Emulsin-Zeitwertes in Fflanzenmaterial.
In jüngster Zeit begannen R. W i l l s t ä t t e r  und W. C s ä n y i 2) 

mit der q u a n t i t a t i v e n  Bestimmung des Emulsins; sie benützten hiezu 
als Maßstab seine spaltende Wirkung auf Amygdalin. Sie definieren3): 
„Als Z e i t w e r t e  der Emulsinwirkung werden die Beträge von Minuten

J) Die geplante Durchführung diesbezüglicher physiologischer Versuche mit 
Phaseolus lunatus L. mußte aus äußeren Gründen für die nächste Zeit zurückgestellt 
werden.

-) K. W i l l s t ä t t e r  und W. Csänyi, Zur Kenntnis des Emulsins. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie, Bd. 117 (1921), S. 172—200.

3) R. W i l l s t ä t t e r  und W. C sänyi, a. a. 0., S. 173.
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bestimmt, welche 1 mg Emulsin oder emulsinhaltiges Pflanzenmaterial 
brauchen würde, um 50% der theoretischen Monosenmenge aus äqui­
valenten Mengen (hier aus Amygdalin) unter g l e i c h e n  Bedingungen, 
jedoch bei optimalem pn (für Amygdalinspaltung =  6), abzuspalten“. 
Wie bereits aus dieser Definition des E m u l s i n z e i t w e r t e s  hervorgeht, 
wird von W i l l s t ä t t e r  der Grad der eingetretenen Amygdalinspaltung 
durch Bestimmung der gebildeten Glukose — u. zw. nach der Methode 
von S o n n t a g  und B e r t r a n d  — festgestellt. Da aber die dargestellten 
Emulsinpräparate und um so mehr natürliches Pflanzenmaterial ein be­
trächtliches Eigenreduktionsvermögen besitzen, mußte dieses in Parallel­
bestimmungen ermittelt und bei der Berechnung in Abzug gebracht 
werdena).

Gerade für die Z e i t w e r t b e ­
s t i m m u n g  des g e s a m t e n  Emulsin­
komplexes in nativem (Pflanzen-)
Material erscheint daher die z w e i t e  
Möglichkeit, nämlich die direkte 
Bestimmung der aus zugesetztem 
Amygdalin abgespaltenen B l a u s ä u r e  
mittelst der beschriebenen M i k r o ­
m e t h o d e ,  als die handlichere und 
genauere von Wert zu sein.

Tabelle 3 enthält die auf diese 
Weise bei einer ßeihe von Pflanzen- 
undTierobjekten bestimmten Emulsin­
zeitwerte. Als Grundlage zur Be­
rechnung wurde die Standardkurve 
von W i l l s t ä t t e r  und Cs ä n y i  be­
nützt, die diese Autoren mit ihrem 
nach einer neuen Darstellungs­
methode gewonnenen, hochwertigen 
Emulsinpräparat ermittelten. Der 
für die Berechnung nötige Teil ist in Abb. 3 vergrößert wiedergegeben. 
Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurden auch sonst W i l l s t ä t t e r s  
Yersuchsbdedingungen tunlichst eingehalten: pa =  5 '9 6  (als Puffer
1/m D Essigsäure w je i/ \ Temp. 30° C, Mazeration des trocken feinge- 
Vio n Na-Azetat 116/1 * ö
pulverten Objektes in 10 cm3 Flüssigkeit, die 25 mg Amygdalin enthielt 
( =  Bei steigenden Emulsinmengen bestehen die s t r e n g e n

]) Dazu kommt noch, daß Be r t r a n d s  Glukosebestimmung erst nach völligem 
Ausblasen der Blausäure mit Wasserdampf (eine halbe Stunde) zufriedenstellende 
Werte liefert.

Abb. 3. Emulsin-Standardkurve 
zur Berechnung dei Zeitwerte (nach 

W i l l s t ä t t e r  und Csänyi) 
p H =  6, Temp.: 30° C,

X experimentell ermittelte Punkte 
(W ills t ,  u. Csänyi).



Tabelle Ba.
E m u l s i n z e i t w e r t b e s t i m m u n g e n .  

A. Eigene Analysen.

Nr. Objekt (Präparat) Untersuchter Teil; 
Zustand; Anmerkung

Einwage  ̂ Mazerations­

in mg in Minuten

erhaltenes
AgCN
in mg

Zeitwert des 
Objektes

Zeitwert­
exponent

1 Claviceps purpurea 
(Mutterkorn)

Sklerotien, lufttrocken, 
1 Jahr alt 210- — 222 1' 145 198.250 (i-9 8 . io5) 5-30 i-

2 JJ 28 16 240 01 3 229.800 (2-30. io5) 5-36 |

3 Aspergillus niger 5 Monate altes, fruchtendes 
Myzelium 500 — 90 217 101.320 (i o i . io5) 5 0 1  |

4 n V 205 •— 80 0-62 159.300 (i 59 . 105) 5-20 J
5 Arum maculatum L. reife Samen, lufttrocken 350 •— 218 — <23 -  J)

6 Cannabis sativa L. v n rt 485 — 224 — 03 -  l)

7 Sinapis alba L. rt n n 365 - 220 0-18 2,2 75.000 (2-28 . 10») 6-35

8 Brassica Napus L. 
var. oleifera n n 220 • — 224 0*285 1,225.000 (i-22 . 10°) 6-09

9 Papaver somniferum L. n n rt 400 — 200 0-53 850.000 (8-50 io») 5-93

10 Pirus communis L. n n n 150- — 120 — oo -  *)

11 Prunus communis 
var. dulcis (Süße Mandeln) 50- — 90 2-92 6.510 (6 50 . 10») 3-81

12 Mandelemulsin Präparat von Kahlbaum, 
1 Jahr offen 1233 30 1-87 968 (9-70 . 10J) 2-99 \

13 n * n n 5- — 60 1-50 1.020 (100 . IO3) 3-01 J
14 Anthyllis vulneraria L. reife Samen, lufttrocken 140 — 280 0-53 416.500 (4 17 . 105) 5-62
15 Lotus corniculatus L. n n r» 520- — 260 0 7 3 1,045.000 (i-04. ioe) 6-02

16 Lens culinaris n n n 400" — 185 1-44 267.200 (2-67 . io») 5-44

a) Diese negativen Befunde (Nr. 5, 6, 10) werden als Prüfstein für die Exaktheit und Eindeutigkeit der Methode angeführt (Leer 
proben); Nr. 18—20 zeigen die Grenzen der quantitativen Mikromethode an.



E m u l s i n z e i t w e r t b e s t i m m u n g e n .
A. E igene A nalysen .

Tabelle 3b.

Nr. Objekt (Präparat) Untersuchter Teil; Einwage 
Zustand; Anmerkung in mg

Mazerations­
zeit 

in Minuten

erhaltenes [ Zeitwert des 
j Objektes

Zeitwert­
exponent

17 Anthriscus silvestris | reife Samen, lufttrocken 36 0  ■ — 200 j  0 -1 8 2 ,0 4 0 .0 0 0  (2-04 .10°) 6 -3 1

18 Foeniculum Bulgare Mill. » 1 9 5 ’ —
cwn Spuren 243 |! weniger aln h 0-1 mg —

größer 
als 7 - 0 1)19 Ligustrum vulgare L. frische Blätter 44 5  • — 285 n —

20 Sambucus nigra L. reife Samen, lufttrocken 2 0 0 ' — 225 n —
21 Plantago media L. Ti n n 70- — 2 00 0 -0 8 95 2 .0 0 0  (9-52 . 105) 5 -9 8

22
Melolontha vulgaris 

(Maikäfer)
2 Jahre lufttrocken aufbewahrte 

Tiere; Eingeweide (ohne Chitinpanzer) 
gepulvert

5 02  • — 2 00 0 -4 6 . 1 ,4 8 4 .0 0 0  (i-48 . 10") 6 -1 7

23

B. V erg le

Verdauungssaft 20 hungernder 
Tiere; Trockenrücbstand; 4 Monate 

a lt2)

ichsw eise Zusam m enstellm

1 3 6 -1 0  

ug frü h er

245

angegebei

2 66  

uer Emu!

55 .3 5 0  (5 50 . 10«) 

s in ze itw erte .

4 -7 4

Nr. Objekt (Präparat) | Untersuchter Teil, Zustand
i

A n fn r  Zeitwert gegen 
A U to r  | Amygdalin

Zeitwert­
exponent Anmerkung

1
Prunus communis 

var. amara und dulcis entölte Samen; je nach Alter W i ls tä t te r  und 
C sän y i (a a. O.) 4 2 5 - 5 2 8 2 - 6 3 - 2 - 7 2 H. B u rk h a rd ts 4) 

jüngst angege­
bene Zeitwerte f. 
ein Emulsinpräp. 
aus Pflaumen (roh 
u. eiweißfrei) be­
ziehen sich auf 

Salicin, sind da­
her nicht ver­

gleichbar.

2 Prunus communis 
var. dulcis entölte Samen, 1 Jahr alt « 1 237 3 -0 9

3 Prunus armeniaca L. entölte Samen n 1 2 0 0 — 1250 3 0 8 - 3 - 1 0

4 Mandelemulsin durch U mscheiden hochwertig, 
frisch n

K. O h ta 3)

1 0 - 1 8 1 - 0 0 — 1 -2 5

5
durch Pankreasverdauung 

ei weiß frei 17.000 (3-7 104) 4 -6 7

2) Eine eingehende m ik ro c h em isch e  Untersuchung (q u a li ta t iv )  der einzelnen Organe und Körpersäfte des Maikäfers ergab, 
daß das Emulsin reichlich nur im Verdauungssafte des „Vorderdarmes“ vorhanden, im Hinterdarminhalt und im Kot auch noch nach­
weisbar ist, sonst aber fehlt. Die Präparation des Vorderdarmes samt Inhalt gelingt leicht.

3) IC O hta, Darsteljung von eiweißfreiem Emulsin. Biochem. Ztschft., Bd. 68 (1914), S. 329.
4) H. B u rk h a rd t, Über Emulsin. Ztschft. für phys. Chemie, Bd. 117 (1921), S. 159—171.
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Proportionalitätsbeziehungen zwischen diesen und ihrer spaltenden Wirkung 
nicht mehr, wie auch W i l l s t ä t t e r  hervorhebt. Die Einwage des — 
meist nur wenig Emulsin enthaltenden — Materiales wurde daher stets 
unter 500 mg gehalten (vgl. die gut übereinstimmenden Emulsin­
zeitwerte von Clavicepspurpurea und Aspergillus niger bei verschiedenen 
Einwagen [28‘ 16—210-0 mg, bzw. 205-0—500 mg] u n t e r h a l b  dieser 
Grenze in Tabelle 3). Ebenso wurde die Mazerationszeit zur Vermeidung 
eines falschen Gleichgewichtszustandes und sonstiger Hemmungen tunlichst 
kurz gewählt. Sie war gerade nur so lange, um Mengen von AgCN  
(über 1 mg!) zu erzielen, die der Genauigkeit der ganzen Methode noch 
entsprechen.

Die berechneten1) Zeitwerte sind, wie ersichtlich, für natürliches 
Pflanzenmaterial sehr groß. Brauchbarere, besser zu überblickende 
Zahlen bieten die B r i g g s c h e n  L o g a r i t h m e n  der betreffenden Zeit­
werte, die man „ Z e i t w e r t e x p o n e n t e n “ nennen könnte. Sie sind in 
der letzten Kolonne der Tabelle 3 angeführt. W i l l s t ä t t e r s  hoch­
wertiges Emulsinpräparat hat demnach in frischem Zustande einen 
Zeitwertexponenten von 1*00—1*25, Kahlbaum-Emulsin, je nach seinem 
Alter, 2 "53—3*00, Süße Mandeln 3-81, der Verdauungssaft des Mai­
käfers (Trockenrückstand) 4"74, verschiedene Pilze 5 0 —5*36, Legumi­
nosen-, Cruciferen-, Umbelliferensamen u. a. 5-62—6 -35. Emulsinhaltiges 
Material mit einem Zeitwertexponenten, der größer als 7 ist, läßt sich 
auch durch diese Mikromethode nicht mehr mit genügender Genauigkeit 
bestimmen (vgl. Tab. 3, Nr. 18— 20, 5).

Für die praktische Darstellung von hochwertigen Emulsinpräparateil 
kämen daher neben den altbewährten Pntm ts-Sam en (Mandel, Pflaumen etc.) 
nur Pilze und der Verdauungssaft des Maikäfers in Betracht. Die Unter­
suchung, inwieweit letzterer reinigungsfähig ist und mit dem Mandel­
emulsin übereinstimmt, erscheint aussichtsreicher.

* *

Zusammenfassung;.
1. In Anlehnung an P r e g l s  Apparatur und Methodik der mikro- 

quantitativen Analyse wird ein Spezialapparat einfacher Art zur m i k r o ­
q u a n t i t a t i v e n  Bestimmung von B l a u s ä u r e  (HCN) angegeben.

J) Beispiel einer Zeitwertberechnung:
500 mg Aspergillus niger-Myzel in 90 Minuten 29-62X Amygdalin gespalten

1 * „ „ n n 90X600 „ . 29-62X
Nach Emulsin-Standardkurve Abb.3 entspricht 2962XSpaltg. als Abszisse 75 50 Zeiteinheit.

6 0 --X  » * „ 1 7 0 -
daher: 75-5:170 =  90 X  500:x x (Zeitwert des Aspergillus-Myzels) =  101.320

Zeitwertexponent =  5 ’01
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Die durch Ansäuern oder Fermentation in Freiheit gesetzte Blau­
säure wird bei 35° C durch einen reinen Kohlensäurestrom in leicht 
saueres, kaltes Silbernitrat abgeblasen (272—4 Std.) und das ent­
standene Silbercyanid in Asbest-Filterröhrchen mit der Kuhlmannwage 
gewogen.

Die Genauigkeit dieser Methode entspricht derjenigen der Halogen­
bestimmung nach P r e g l .

2. Bei fermentativen, Blausäure liefernden Systemen kann durch 
i n t e r m i t t i e r e n d e s A b b l a s e n  während der Fermentation die Spaltungs­
ausbeute in einer bestimmten Zeit beträchtlich erhöht werden. Als 
Wasserstoffionenkonzentrations (£>h)- Optimum für Emulsin bei zwölf- 
stündiger Fermentation wurde, eine breite Zone von Pr =  4*74 bis 
Pk =  6*66 festgestellt. An dem verwendeten Emulsinpräparat (geschwächt) 
konnte aus der leichten Zweigipfeligkeit der Spaltungskurve bei ver­
schiedener p E ein neuer Beweis für die Existenz der Amygdalase und 
Prunase im Emulsinkomplex gefunden werden.

3. Von Pflanzenmaterial reicht l/2—1V2 g zur Ausführung einer 
Blausäure-Bestimmung aus; die Fermeiftationsdauer beträgt unter inter­
mittierendem Blasen 24—30 Stunden. Die an ca. 20 Pflanzenarten 
durchgeführten mikroquantitativen Analysen ergaben Werte, die meist 
etwas höher waren als die in der Literatur angegebenen, makrochemisch 
gewonnenen Zahlen. — Bei genauer Analyse des „Fermentationsmilieus“ 
dürfte sich diese Methode auch zur Verfolgung der p h y s i o l o g i s c h e n  
B e d e u t u n g  der B l a u s ä u r e - V e r b i n d u n g e n  in der Pflanze eignen. 
Eine Mikro-Hydrolyse der Blausäure-Glukoside würde allerdings noch 
zuverlässigere Werte liefern.

4. In Fortsetzung des von W i l l s t ä t t e r  betretenen Weges wurde 
die Methode in ihrer Umkehrung auch zur q u a n t i t a t i v e n  Erfassung 
des E m u l s i n s  in verschiedenen Pflanzen- und Tierobjekten verwendet. 
Da schon der A m y g d a l i n z e i t w e r t  bei diesen meist ein sehr großer 
ist, kann dessen B rig g sch e r Logarithmus als „ Z e i t w e r t e x p o n e n t “ 
herangezogen werden. Der Emulsinzeitwertexponent bei Oruciferen-, 
Umbelliferen- und Leguminosensamen liegt zwischen 5 ‘6 und 6 4; 
zur praktischen Emulsindarstellung wären daher neben den bewährten 
Rosaceensamen (unentfettet, Z. W .Exp. =  3 -8) höchstens noch der Vorder­
darmsaft des Maikäfers (Z. W. Exp. =  4*74) und verschiedene Pilze 
(Z. W. Exp.: 5 f0—5*36) geeignet.
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