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Uber eine neue Methode Dexirin und Glycogen aus thierischen
Fliissigkeiten und Geweben abzuscheiden und iiber einige
damit erlangte Resultate.

Von dem wirkl. Mitgliede E. Briicke.

Behufs einer im hiesigen physiologischen Institute durch-
zufithrenden Versuchsreihe war es wiinschenswerth eine ver-
besserte Methode zur Abscheidung des Glycogens aus thierischen
Fliissigkeiten und Geweben zu besitzen. Bis jetzt wurden die
Eiweisskorper durch Hitze coagulitt und aus der von ihnen
abfiltrirten Fliissigkeit ein unreines Glycogen erhalten, das dann
durch Kochen mit Kali und Wiederfillen mit Alkohol, Wieder-
auflosen in Wasser und Ausfillen mit Eisessig oder einem Ge-
menge von Alkohol und Essigsiiure gereinigt wurde.

Ich suchte nach einem Reagens, das die stickstoffhaltigen
Substanzen vollstindiger abscheidet als die Coagulatior: durch
Wirme und fand es in einer Losung von Jodquecksilberkalium,
die ich auf die gewdhnliche Weise bereitete, indem ich Jodka-
liumlosung mit Sublimatlssung fillte, den Niederschlag auswusch
und davon in einer heissen Jodkaliumlosung soviel aufloste als
sie aufnahm.

Handelt es sich um nichts anderes als darum, reines Leber-
glycogen zu gewinnen, so wirft man die dem frisch getddteten
Thiere entnommene Leber in siedendes Wasser und ldsst sie
darin schnell kochen; dann nimmt man sie heraus, zerreibt sie
in einer Reibschale und gibt den Leberbrei in dasselbe Wasser
zuriick, kocht wieder durch einige Zeit und ldsst erkalten, oder
besser, man kiihlt moglichst rasch durch Schnee oder durch
kaltes Wasser, in das man das Gefiiss setzt.

Nach dem Erkalten fiigt man abwechselnd Jodquecksilber-
kalinm und Chlorwasserstoffsdure so lange hinzu, als noch ein
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Niederschlag entsteht, rithrt gut durch und ldsst eine kleine
Weile (etwa b Minuten) stehen. Dann filtrirt man. Zu dem Filtrate
fiigt man unter stetem Umrithren soviel Weingeist, dass das
Glycogen sich reichlich ausscheidet, nicht mehr, lisst absetzen
wd filtrirt. Dass man keinen Uberschuss von Alkohol zusetat,
hat darin seinen Grund, dass ein solcher auch andere Substanzen
fillen konnte, wihrend das Glycogen, das schon in verdiinntem
Alkohol sehwerldslich ist, sich zuerst ausscheidet. Man wischt
deshalb auch anfangs mit Weingeist aus, der nur 60 bis 61
Volumprocent Alkohol enthilt. Man wiischt damit so lange bis
das abtropfende eine verdiinnte Kalilgsung, der man etwas
Ammoniak oder Salmiaklosung zugesetzt hat, nicht mehr triibt.

Zeigt sich, dass das iiberfliissig zugesetzte Reagens voll-
standig ausgewaschen ist, und findet man, dass der abfliessende
Weingeist auch keine Chlorverbindungen mehr enthilt, so wiischt
man mit Alkohol von 95 Volumprocent nach. Es ist dies deshalb
nothig, weil, wie schon frithere Beobachter bemerkten, das nur
mit verdiinntem Weingeist gewaschene Glycogen beim Trocknen
am Filtrum festklebt. Das mit Alkohol von 95 Volumprocent
gewaschene lisst sich leicht vom Filtrum schiitten. Es verbrennt,
in der beschriebcnen Weise dargestellt, auf Platinblech ohne
Riickstand, firbt sich mit Salpetersidure und Kali oder Ammoniak
behandelt nicht gelb, gibt mit Natronkalk geglitht kein Ammoniak
und auch die Probe von Lasaigne zeigt keinen Stickstoff
in ihm an. Es ist also zur vélligen Reinigung nur noch mit Ather
auszuziehen, was passend gleich nach dem Auswaschen mit
Alkohol geschieht.

Das reine unverdnderte Glycogen fidrbt sich, so weit meine
Erfahrung reicht, mit Jodlosung stets roth, nicht braun. Auch
das Kochen mit Kali dndert hieran nichts. Ich habe aus Kanin-
chenfleisch, dass mit Kali vollig zerkocht war, Glycogen darge-
stellt, das durch Jod rein roth gefirbt wurde. Die Farbe scheint
mir am schonsten zu sein, wenn das Glycogen vorher noch nicht
getrocknet worden ist. Um sie gut zu erhalten, muss man einen
Uberschuss des Reagens vermeiden. Letzteres bereitet man sich
am besten, indem man Jod in Substanz mit Wasser iibergiesst
und unter hiufigem Schiitteln in kleinen Portionen nur soviel
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Jodkaliumlsung hinzufiigt, dass das geloste Jod die Fliissigkeit
weingelb farbt.

Das Absorptionsspectrum des Jodglyeogens zeigt keine
Streifen, sondern eine allgemeine Absorption, die im Roth am
schwiichsten ist.

Ieh kann bestétigen, dass das reine Leberglycogen die
Polarisationsebene nach rechts dreht. Die Angabe, dass dies
wegen der Undurchsichtigkeit der Losungen nicht mit Sicherheit
ermittelt werden konne, ist, wie Kithne mit Recht bemerkt,
unbegriindet.

Die Lisungen des reinen Glycogens sind in hohem Grade
geeignet die Farben tritber Medien (vergl. meine Abhandlung
in diesen Berichten Bd. 9 S. 530 und in Poggendorff's Annalen
Bd. 88 S. 363) zu demonstriren. Sie geben sowohl das Blau des
auffallenden, als auch das Gelb und Roth des durchfallenden
Lichtes sehr schon.

Man kann die Procediur der Darstellung dahin abindern,
dass man von dem gekochten Leberbrei die Fliissigkeit abfiltrirt
und erst dann fillt: man spart dabei an Reagenz und tiberzeugt
sich zugleich, wie gross die Masse der stickstoffhaltigen Sub-
stanzen ist, die durch Kochen nicht coagulirt, aber durch Jod-
quecksilberkalium gefillt werden.

Dies Verfahren kann man auch zur directen quantitativen
Bestimmung des Glycogen der Leber beniitzen. Man kocht einmal
nach dem andern mit kleinen Quantitiiten Wasser aus, bis der
Riickstand kein Glycogens mehr hergibt, wovon man sich iiber-
zeugt indem man eine kleine Probe der vorher ausgekiihlten
Abkochung mit Jodtinetur priiftt.

U s ist bekannt dass manche thierische Substanzen die Reaction
von Jod auf Stéirke, Dextrin und Glycogen hindern, dass sie in anderen
TFillen zwar cintritt, aber trotz Zusatz von Salpetersiure sofort wieder
verschwindet. Bessere Dienste als die Salpetersiure hat mir in solchen
Fiillen das Eisenchlorid geleistet, um die Reaction haltbar zu machen. Dass
auch die Bestandtheile des Harnes in hohem Grade die Jodreaction hindern,
scheint trotz der ausfithrlichen Untersuchungen, die vonVintschgau (Diese
Berichte Bd. b4,2' Abth. S.288)iiber diesen Gegenstand angestellt hat, noch
immer nicht hinreichend beachtet zu werden. Noch immer kann man ge-
legentlich lesen , dass der Harn keine Jodreaction gezeigt habe“. Erhilt man
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Die gesammelte Fliissigkeit engt man ein, nachdem man
gie, falls sie sauer reagirt (was ftibrigens, so weit meinc
Erfahrung reicht, nur in geringem Grade der TFall ist),
peutralisirt hat; dann fillt man mit Salzsiure und Jodqueck-
silberkalinum, filtrivt, wischt mit wenig Wasser, das mit beiden
Reagentien versetzt wird, aus und vereinigt das Waschwasser
mit dem Filtrate. Nun fillt man mit Alkohol. Es kann hier die
Frage entstehen, wie viel Alkohol man hinzuftigen soll. Fiigt man
zu wenig hinzu, so kann man befiirchten, dass das Glycogen sich
nicht vollstindig ausscheide, fiigt man zu viel hinzu, dass auch
noch andere Substanzen gefillt werden. Ich hatte bei einem
Versuche nur soviel hinzugefiigt, dass die Fliissigkeit 60 Volum-
procent Alkohol enthielt; dann setzte sich das Glycogen voll-
stindig zu Boden. Die dariiber stehende Fliissigkeit war klar
und gab kein Glycogen mehr. Da ich aber bemerkte, dass beim
Waschen mit Weingeist von 61 Volumprocent in der abge-
flossenen iiber dewm Filtrate lagernden Waschfliissigkeit eine
leichte Tritbung entstand, so liste ich reines Glycogen in Wasser
auf und setzte so viel Alkohol hinzu, dass die Fliissigkeit
61 Volumprocent davon enthielt. Das Glycogen setzte sich nur
unvollstindig ab, und die Fliissigkeit blieb milchig getritbt. Als
ich sie filtrirte, gab das Filtrat nach dem Abdampfen einen, wenn
auch geringen Riickstand, der sich mit Jodtinctur rothete. Als ich
aber zu einer Probe der tritben Fliissigkeit etwas Eisessig hinzu-
setzte, schied sich das Glycogen vollstindig ab, und zwar zu
einer Zeit, als ecine andere Probe, die ich mit mehr starkem
Alkohol versetzt hatte, noch immer milchig getriibt war. Das
beste wird also wohl sein, bei quantitativen Versuchen zunéchst
50 viel Alkohol zuzusetzen, dass davon im Gemische GO Volum-

bei der directen Priifung des Harns auf Jod ein negatives Resultat, so hat
man ihn mit kohlensauren Natron bis zur stark alkalischen Reaction zu ver-
setzen, einzudampfen, zu verkohlen, die Kohle anszulaugen und die erhaltene
Fliissigkeit auf Jodverbindungen zu untersuchen. Ich will beiliufig be-
merken, dass ich mich auf diesem Wege iiberzeugt habe, dass bei energi-
schen Jodeinpinselungen auf die dussere unversehrte Haut nicht unbe-
trichtliche Mengen von Jod resorbirt und durch die Nieren wieder aus-
geschieden werden konnen.
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procent enthalten sind, wenn sich das Glycogen gut ausscheidet,
die klare Fliissigkeit abzufiltriren und dann mit Weingeist auszu-
waschen, dem man Eisessig zugesetzt hat.

Wenn man das Verhalten des Glycogens beim Auflésen und
Widerausfillen beobachtet, kommt man zu der I"]berzeugung,
dass diese Processe nur im Aufquellen und wieder Verschrumpfen
kleiner Kliimpchen bestehen. Dass diese Kliimpchen ihren Zu-
sammenhang, ihre Eigenschaft als feste Theile, niemals aufgeben
zeigt schon das Opalisiren selbst verdiinnter Losungen. Das Licht,
welches sie aus ihrem Innern zerstreuen jst polarisirtes. Wenn
nichts desto weniger das sogenannte geldste Glycogen durchs
Filtrum geht, so liegt dies nur daran, dass die Kliimpehen
dureh das Aufquellen hinreichend weich und schliipfrig geworden
sind um sich durch die Maschen des Filtrums hindurehzuwinden.
Gehen ja beim Filtriren des Blutes die ganzen Blutkdrperchen
durchs Filtrum und konnen erst auf demselben gesammelt
werden, nachdem man sie durch schwefelsaures Natron zum
Verschrumpfen gebracht hat.

In dieser Beschaffenheit des Glycogens liegt ein Vortheil fiir
die quantitative Bestimmung. Hat sich das Glycogen einmal so
weit ausgeschieden, dass sich die dariiber stehende Fliissigkeit
vollstindig kléirte, so ist auch nichts mehr davon in Losung. Man
kann deshalb fillen und wieder auflssen, wieder fillen w. s. w.
ohne dabei Verlust zu erleiden.

Aus dem Fleische kann man das Glycogen auch durch Aus-
kochen, Fillen der Brithe mit Salzsiure und Jodquecksilber-
kalium u. . w. erhalten. Da sich aber das Fleisch viel schwerer
zerkleinern ldsst (am besten noch durch das von Kiihne fiir die
Leber angegebene Verfahren, indem man es mit erhitztem Sand
im Morser zerreibt. Ieh wendete statt dessen erhitzten groben
Steinschneiderquarz an, der wegen seiner schneidigen Kanten
noch besser wirkt) als die Leber, so kann es einen Theil des
Glycogens hartnickiger zurtickhalten. Man kann auch das zer-
kleinerte Fleisch in eine verdiinnte Lidsung von kohlensaurem
Kali werfen, es damit anhaltend kochen, einen Theil des Wassers
verdampfen, dann erkalten lassen, ohne zu filtriren Salzsiure
und Jodquecksilberkalium zusetzen, nun filtriren und aus dem:
Filtrate mit Alkohol fillen. Ein anderes Verfahren besteht darin,
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dass man dem siedenden Wasser, in das man das groblich zer-
kleinerte frische Fleisch wirft, vorher etwas Kalilosung zusetzt
und es damit vollstdndig zerkoeht. Die so erhaltene Losung fallt
man, nachdem sie erkaltet ist, mit Salzséiure und Jodquecksilber-
kalium und filtrirt. Will man das Glycogen quantitativ bestimmen,
go wischt man den Niederschlag mit Wasser, das mit den
Reagentien versetzt ist, aus und vereinigt das Waschwasser mit
dem Filtrat. Nun f#llt man mit Alkohol, filtrirt und reinigt das
erhaltene Glycogen durch Wiederauflosen in Wasser, Ansduern
und Fillen mit Alkohol, um es schliesslich, nachdem es mit
Alkohol gewaschen und mit Ather extrahirt ist, zu wigen.

Indem ich das Zerkochen des Fleisches mit Kali behufs
der quantitativen Bestimmung vorschlage, sehe ich die bisher
allgemein gemachte Annahme, dass das Glycogen auch in der
Siedhitze fiir Kalilosung vollig unangreifbar sei, als richtig an.
Ich habe diese Annahme nicht durch specielle gquantitative Ver-
suche gepriift, aber sie scheint in der That gerechtfertigt. Bei
einem Versuche hatte ich das vom frisch getodteten Kaninchen
heruntergeschnittene Fleisch nicht zerkleinert. Ich hatte es in
grossen Stticken in die heisse Kalilosung geworfen und musste
in Folge davon sehr lange kochen ehe sich alles aufgelost hatte.
Ich erhielt dennoch eine #hnliche Ausbeute wie in andern Ver-
suchen. Es ist kaum glaublich, dass ich in diesem Versuche
itberhaupt noch Glycogen erhalten hitte, wenn dasselbe auch nur
langsam von Kali angegriffen wiirde.

Ehe man indessen das Zerkochen mit Kali bei quantitativen
Bestimmungen amwendet, wird es gut sein diese Annahme noch
einmal einer sorgfiltigen experimentellen Priifung zu unter-
werfen.

In #hnlicher Weise wie zur Abscheidung des Glycogens
kann man das Jodquecksilberkalium auch zur Abscheidung des
Dextring aus Gemengen von stickstoffhaltigen Substanzen, oder
vielmehr zur Abscheidung der letzteren beniitzen. So habe ich es
mit Vortheil angewendet, um das bei der Pankreasverdauung
gebildete Dextrin aus dem Verdauungsgemische abzuscheiden.

Es kann auch noch in anderen Fillen niitzlich sein, in denen
man sich der stickstoffhaltigen Substanzen ohne Anwendung von
Zerstorungsmitteln moglichst vollstindig entledigen will: so zur

Sitzb. d. mathem.-naturw. Cl. LXIII. Bd. IJ. Abth. 15
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quantitativen Bestimmung der im lebenden Blute thatsichlich
vorhandenen phosphorsauren und schwefelsauren Salze. Als ich
Pferdeserum mit Jodquecksilberkalium und Salzsiure versetzt
hatte, konnte ich von dem Niederschlage eine sehr leicht filtrir-
bare klare Fliissigkeit abfiltriren, aus der Chlorbarium schwefel-
sauren Baryt fillte, wihrend eine andere Portion derselben mit
schwefelsaurer Magnesia und Ammoniak, Krystalle von phosphor-
saurer Ammoniakmagnesia gab.

Ich habe die neue Methode zundchst bentitzt um einige Ver-
suche iiber die Verbreitung des Glycogens in erwachsenen Thieren
anzustellen.

In den Muskeln von Kaninchen, in denen O. Nasse (Bei-
trige zur Physiologie der contractilen Substanzen, Pfliiger’s
Archiv Bd. II, S. 97) es bereits verfolgt hat, habe ich es wieder-
holt gesucht und gefunden. Ebenso fand ich es in den Muskeln
eines mehr als schuhlangen Karpfen. Es war darin in solcher
Menge enthalten, dass die vom Jodquecksilberkalium-Nieder-
schlage abfiltrirte Fliissigkeit schon sehr deutlich opalisirte. Auch
in nicht quergestreiften Muskelfasern kommt es vor. Ich habe es
in der frischen Muskelhaut eines Schweinsmagens nachweisen
kénnen, die ich in verdiinnter Kalilauge zerkochte.

Ob es im Blut vorkomme, dariiber wiedersprechen die bis-
herigen Angaben einander. A. Sanson [De l'origine du sucre
dans l'oeconomie animale. Journal de physiologie publ. sous la
direction de Brown-Sequard. Tome I (1858) p. 244| gab an,
es im Blute und zwar in erheblicher Quantitiit gefunden zu haben.
Es musste indessen Misstrauen in seine Angabe erregen, dass er
sagte, der Korper habe sich mit Jod violett gefirbt (I. e. S. 256
und 259), was bekanntlich Glycogen niemals thut. Auch unter-
schied er es nicht vom Dextrin. Er hielt ja Bernard’s Glycogen
gar nicht fiir einen neuen Korper, sondern nur fiir Dextrin, das
mit den Nahrungsmitteln in den Thierkorper hineingekommen
oder in diesem aus Stiirke entstanden sei.

Spiter untersuchte O. Nasse das Blut und gab an, dass
darin nicht nur kein Glycogen, sondern iiberhaupt keine amylum-
oder dextrinartige Substanz vorhanden sei. (De materiis amy-

laceis num in sanguine animalium inveniantur disquisitio.
Halis MDCCCLXVL)
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Nur die Moglichkeit, dass sich in jungen Blutkorperchen,
wie in anderen jungen Zellen, Glycogen befinden moge, liess er
offen, da ihm seine Versuche dariiber nicht ganz geniigten. Er
hatte, nachdem er das in Alkohol unlosliche des wiissrigen Aus-
gugs von gekochtem Blute mit Schwefelsiure gekocht, eine
reducirende Substanz erhalten. Aber er glaubte dieselbe nicht fiir
Zucker, sondern eher fiir irgend ein reducirendes Zersetzungs-
product der Eiweisskorper ansprechen zu miissen.

Nasse’s Angaben musste ein besonderes Gewicht beigelegt
werden, weil er in dem ersten Theile der Schrift eine genaue, durch
eigene Untersuchungen erworbene Kenntniss der stirkemehl- und
dextrinartigen Kohlehydrate und ihrer Reactionen an den Tag
legt, eine genauere, als sie sich bei irgend einem der fritheren
Beobachter zeigt.

In der That fand ich auch bei meinen ersten Versuchen
theils nur undeutliche, theils deutliche, aber doch nur geringe
Spuren eines sich mit Jodkaliumjodlosung roth firbenden Korpers;
dann aber trat die Reaction in einem weiteren Falle viel intensiver
auf. Es gelang mir indessen nicht genug Substanz zu gewinnen,
um zu entscheiden, ob der Korper Glycogen oder Dextrin sei.
Die Farbe konnte hiertiber keinen Aufschluss geben, indem, wie
Nasse richtig bemerkt, auch das Dextrin sich mit Jod nur roth
firbt, und die violette Reaction des kiuflichen Dextrins von bei-
gemengter loslicher Stirke (Nasse’s Amidulin) herrithrt. Ich
hatte bisher mit Kaninchenblut, also mit verhiiltnissméissig kleinen
Mengen gearbeitet. Um grossere Mengen zu verarbeiten liess ich
mir beim Schweineschlichter Blut in zwei Portionen auffangen,
die eine in Weingeist die andere in Kalilosung. Die letztere
kochte ich eine Weile und fillte dann mit Jodkaliumquecksilber-
losung. Die erstere theilte ich, nachdem sie von Alkohol befreit
war, in zwei Theile, deren einen ich mit Wasser, deren andern
ich mit einer verdiinnten Ldsung von kohlensaurem Kali aus.
kochte und dann in der gewdhnlichen Weise weiter arbeitete.
Aber in keinem dieser Fille erhielt ich genug Substanz, im Maxi-
mum kaum so viel, dass die Reaction als hinreichend rein und
deutlich bezeichnet werden konnte.

Eine dhnliche Controverse wie iiber das Blut existirt zwischen

Nagse und Sanson iiber die Milz. Ich habe aus der Schweine-
15%
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milz eine sich mit Jod roth firbende Substanz erhalten, offenbar
zum Theile Glycogen, das aus den Muskelfasern der Milz,
beziehungsweise aus den Muskelfasern ijhrer Gefdsse stammte,
Von den Nieren, in denen nach Sanson auch Dextrin vorkommt,
erhielt ich nur eine schwache Reaction; ich kann aber nicht
sagen, dass ich hier alles erhalten hiitte, da Milz und Nieren vom
Schweine erst vom Fleischhauer ins Laboratorium getragen
wurden, ehe ich sie in Arbeit nahm.

InRiicksicht auf die secernirende Milchdriise (des Kaninchens)
kann ich im wesentlichen Nasse’s Angaben bestitigen. Ich
erhielt zwar von der frisch verarbeiteten Milchdriise eine schwache
Reaction, aber sie war so unbedeutend, dass von einem Aufge-
speichertsein von Glycogen behufs der Umwandlung in Milch-
zucker nicht die Rede sein konnte.
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