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Obgleich wir iiber die chemische Konstitution der Cerebroside
gut unterrichtet sind, wissen wir fast nichts iiber die Art und
Weise, wie sich diese Kérper an den Stoffwechselvorgéingen be-
teiligen. Dabei ist jedoch schon von vornherein anzunehmen, daf
die Rolle, die sie spielen, keine unwesentliche sein kann; denn sie
sind schon ihrer Masse nach mit 9% (nach THIERFELDER 13 % ) der
Trockensubstanz am Aufbau des Gehirns beteiligt. Auch in eini-
gen anderen Organen sind sie nachgewiesen worden. Von der
Pathologie her wissen wir sogar, dall sehr bedeutsame Anderun-
gen des Cerebrosidgehaltes der Organe auftreten konnen, so
z. B. bei der Splenomegalie Gaucher, bei der ungeheuer grofle
Mengen Galaktosids in der Milz gespeichert werden') kénnen.
Ferner weil man durch die Untersuchungen Norr’s?), daB bei der
Degeneration der peripherischen Nerven die Cerebroside in groflem
MaBstabe abgebaut werden. Dann hat man auch bei der Unter-
suchung der Lipoide in atherosklerotischen Aorten (ScHON-
HEIMER)®) Cerebroside gefunden, und es ist durchaus wahrschein-
lich, daBl man bei entsprechend darauf gerichteter Aufmerksamkeit
auch bei anderen Erkrankungen, die mit verindertem Lipoidgehalt
des Blutes und der Organe einhergehen, eine Beteiligung der
Cerebroside wird feststellen kénnen.

Allerdings fehlt es bisher an geeigneter Methodik, die Cere-
broside in kleinen Mengen quantitativ zu erfassen. Alle bisherigen
Untersuchungen (mit Ausnahme der Arbeiten von Norr und
WINTERSTEIN) beruhen auf der préparativen Darstellung, die
natiirlich nur unter Anwendung entsprechend grofler Mengen
durchfiihrbar sind. Das Verfahren von Norr besteht in der Be-
stimmung der durch vorsichtige Hydrolyse aus dem Cerebrosid

) EpSTEIN, E., Biochem. Zeitschr. 145, 398 (1924); LIEB, H., Zeitschr. fiir
physiol. Chemie 140, 305 (1925).

SNOLL, A., ebda. 27, 370 (1899).

*) SCHONHEIMER, R., ebda. 177, 143 (1928).
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freigemachten Galaktose mit Hilfe der BERTRAND’schen Reduk-
tionsmethode. Das Verfahren ist jedoch umstéindlich, dauert sehr
lange und es haften ihm — wie ich spiiter zeigen werde — gewisse
grundsitzliche Méngel an. Auf dem gleichen Prinzip ist auch die
Methode von WINTERSTEIN und HIRSCHBERG') aufgebaut, nur ist
hier die Zeitdauer der Bestimmung wesentlich verkiirzt, und durch
die Anwendung der GREINER’schen Modifikation der BERTRAND-
schen Methode kommt man mit wesentlich kleineren Mengen der
Ausgangssubstanz aus. Inwieweit jedoch bei diesem relativ ein-
fachen Verfahren Fehler unterlaufen kénnen, insbesondere durch
Mitbestimmung anderer reduzierender Substanzen, ist nicht abzu-
schitzen. Deshalb besteht auch heute noch der Satz THIER-
FELDER’s zu Recht: ,,Ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung
(der Cerebroside), von dem festgestellt ist, dal es zuverlidssige
Resultate gibt, kennt man zurzeit nicht.* Diese Liicke auszu-
fiilllen, bin ich bestrebt gewesen.

Das hier anzugebende Verfahren, dessen Brauchbarkeit an rein
dargestellten Cerebrosiden nachgepriift wurde, bringt grundséitz-
lich nichts Neues. Es basiert auf den gleichen Voraussetzun-
gen wie die NoirL'sche Methodik: hydrolytische Abspaltung des
Zuckers und Bestimmung desselben. Es ist lediglich versucht wor-
den, durch Anwendung der Zuckerbestimmung nach HAGEDORN-
JENSEN die bestimmbare Galaktosemenge noch weiter zu verrin-
gern und, soweit es moglich ist, die oben angegebenen Fehler zu
beseitigen. Die Bestimmung ist moglichst vereinfacht, um Reihen-
untersuchungen vornehmen zu kénnen. Mit ihrer Hilfe wird es viel-
leicht moglich sein, etwas Néheres iiber die Beteiligung der Cere-
broside am Stoffwechsel etwa auf experimentellem Wege zu er-
fahren.

Im folgenden nehme ich eine kurze Zusammenstellung der ein-
zelnen Phasen der Bestimmung vorweg, die ich danach im ein-
zelnen kritisch auswerten mochte.

1. Extraktion in heiflem Alkohol.

2. Hydrolyse des eingedampften Extraktes mit Salzsiure.

3. Neutralisation der salzsauren, calaktosehaltigen Losung.

4. Bestimmung der reduzierenden Substanz nach HAGEDORN-
JensEN (Hydrolysebestimmung).

5. Bestimmung der reduzierenden Substanzen, die vor der

1) WINTERSTEIN, H., und HIRSCHBERG, Biochem. Zeitschr. 159, 351 (1925).
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Hydrolyse im alkoholischen Extrakt vorhanden sind (Anfangs-
bestimmung).

Der Wert fiir den Cerebrosidzucker ergibt sich als Differenz
zwischen Hydrolysebestimmung (4) minus Anfangshestimmung
(5), und wird mit 4,6 (THIERFELDER) multipliziert, um den
Cerebrosidwert zu erhalten.

Ad 1: Das lebendfrische Gehirnmaterial (die folgenden Zahlen
beziehen sich auf etwa 250 mg Frischgewicht) wird in fliissiger
Luft zu einem feinen Pulver zerrieben und noch im gefrorenen
Zustand in einem mit Alkohol gefiillten K6lbchen abgewogen. In
mehrfach zu wechselndem, siedendem 96%igem Alkohol wird bis zur
Erschopfung extrahiert. Die alkoholische Losung wird — noch heil
— quantitativ mit heilem Alkohol in ein 25-ccm-Kélbehen iiber-
fithrt und nach dem Erkalten auf Zimmertemperatur zur Marke
aufgefiillt. Dabei fillt ein feiner, weiBlicher Niederschlag (sub-
stance blanche) aus, der lingere Zeit in der Schwebe bleibt. Das
etwas umsténdliche Aufnehmen des lebendfrischen Materials in
fliissige Luft hat sich auf Grund von Versuchen, die ich gemein-
sam mit Herrn Dr. JUNGMANN (vom physiologischen Institut in
Breslau, Prof. WINTERSTEIN) machte, als notwendig erwiesen. s
hat sich ndmlich gezeigt, daBl sich die Galaktoside beim Stehen-
lassen des Gehirnmaterials an der Luft unerwartet rasch zer-
setzen. Fiir alle Einzelheiten muf ich auf die in aller Kiirze er-
scheinende Arbeit verweisen.

Ad 2: Die Lipoidlosung wird gut umgeschiittelt und 3 cem
werden in ein ,Hydrolysekolbchen® pipettiert. Als solches wird
ein kleiner Rundkolben von 50 cem Inhalt aus Jenaer Glas be-
nutzt, in dessen langem Hals ein Glasstépsel eingeschliffen ist, der
durch eine Metallklammer festgehalten werden kann. Bei gleich-
zeitiger Ausfithrung mehrerer Bestimmungen werden die Hydro-
lysekélbchen in ein hierfiir angefertigtes Metallgestell senkrecht
eingesetzt, in ein Wasserbad versenkt und bei kochendem Wasser
bis zur vollstindigen Trockenheit eingedampft. Nach Zugabe von
dcem 11% iger Salzsiure werden die Kolbchen fest verschlossen,
zugeklammert und in einem Hitzeschrank in ihrer aufrechten Lage
15 bis 18 Minuten bei 112° gelassen. Die Fliissigkeit darf hierbei
nicht ins Sieden geraten. (Die fixierte Haltung des Kolbchens und
der Uberschul an Salzsiure ist notig, damit das eingetrocknete
Material mit Sicherheit von Fliissigkeit bedeckt bleibt.) Bei be-
endigter Hydrolyse hat sich das Material von der Glaswand rest-
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los abgelost und schwimmt als feines, weiles Héutchen an/der
Oberfliche. Nach dem Erkalten wird die Fliissigkeit mitsamt dem
leicht zerfallenden Hiutchen unter mehrfachem Nachwaschen mit
Aqu. dest. quantitativ in ein 10-ccm-Melkolbchen mit eingeschlif-
fenem Glasstopsel iiberfiihrt. Es wird durch.ein kleines, gehirtetes
Filter filtriert. Das Filtrat muB vollkommen klar sein.

Die Hydrolyse mit 11%iger Salzséure habe ich aus der Arbeit
von WINTERSTEIN iibernommen, der festgestellt hatte, daBl eine
Schidigung der Galaktose wihrend des halbstiindigen Kochens
nicht eintritt. Auch fiir meine Hydrolysebedingungen habe ich mit
reiner Galaktoselosung bestitigen konnen, dafl ein Verlust an Re-
duktionskraft nicht erkennbar ist. Auch bei groferen Mengen
konnte ich bei Anstellung der qualitativen Probe ein Auftreten
von Lévulinsiure nicht nachweisen. Dal ferner die angegebene
Zeit von 15 bis 18 Minuten die optimale ist, ergibt sich aus der
nachfolgenden Tabelle?). Die Werte wurden erhalten aus einer zu
diesem Zwecke hergestellten griferen Extraktmenge aus getrock-
netem Hirnmaterial.

Maibie 1l =l

0,2 g Trockensubstanz (Gehirn). Alkoholischer Extrakt, aufge-
fiillt auf 100 cem. Davon 5 cem zur Hydrolyse und 5 cem zur An-
fangsbestimmung. Das Hydrolysat, aufgefiillt auf 10 ccm. Von dem
Filtrat 7 cem zur Reduktionsbestimmung.

Die Hydrolyse ist bei 110° ausgefiihrt.

Zeit cem 1n/200 mg mg Y% .
Na,S,03 Galaktose Cerebrosidzucker  Cerebrosid

15 Minuten 0,75 0,280 0,140 9,20

20 = 0,76 0,278 0,138 9,06

45 2 0,90 0,244 0,104 6,85

60 i 0,92 0,240 0,100 6,58

Salzwert 1,85 0,030

Blindwert 1805 0,010

Anfangswert 144 0,120

5) Diese Werte gelten fiir einen von unten her mit Gas geheizten Trocken-
schrank; spiterhin habe ich mit einem elektrisch heizbaren, mit Thermoregulator
versehenen Trockenschrank gearbeitet, der so eingestellt wurde, dafl die Tempera-
tur in der Hohe der Hydrolysekdlbchen 1120 betrug. Hierfir muBte ich als
Optimum die Zeit von 30 Minuten feststellen. Demnach empfiehlt es gich also fiir
den jeweils zu benutzenden Schrank ein fiir allemal eine Optimumkurve zu be-

stimmen.
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Die hydrolysierte Fliissigkeit mufl nach dem Filtrieren vollig
klar sein, denn es hat sich herausgestellt, daBl die Reduktions-
werte unregelmdflig und zu hoch sind, wenn Teile der feinen
Flocken das Filter passieren.

Auch ein in diesem Sinne angestellter Versuch mit rein darge-
stelltem Cerebrosid ergab das gleiche. Statt der Filtration wurde
hier gleich die ganze Menge der Flocken mit in das Hagedorn-
rohrchen iibergespiilt. Wéhrend der Vergleichsversuch die etwa rich-
tige Zahl von 0,98 mg Cerebrosid ergab, erhielt ich hier
1,099 mg, also fast 10% zuviel. Eine Erkldrung: die Oxydation
der abgespaltenen Restbestandteile (Sphingosin oder die Fett-
sdure) liegt zwar auf der Hand, ist aber nicht nachgepriift.

A d 3. Eine bestimmte Menge des klaren Filtrates (zirka 7 ccm)
werden in ein Prédparatenglas nach HAGEDORN-JENSEN pipettiert
und mit einem Tropfen 0,1% iger Methylrotlosung versetzt. Dann
wird mit etwa 15 % iger Natronlauge (e natrio) bis zum Umschlag
in Gelb neutralisiert. (Es ist ratsam, die Natronlauge vorher etwa
fiinf Minuten zu kochen, um die Eigenreduktionskraft zu verrin-
gern.) Nun wird bis zum ersten Umschlag in Rosa n/5 Salzsidure
zugegeben und mit n/10 NaOH bis zum bleibenden, deutlichen Um-
schlag in Gelb versetzt. Danach wird noch einmal 1 cem n/10 NaOH
zugegeben.

Dieser Alkaleszenzgrad ist nach langen Vorversuchen (auch mit
anderen Indikatoren) als der richtige befunden worden. Tabelle TT
zeigt Versuche mit verschiedenen Alkaleszenzgraden, die ange-
stellt wurden mit einer beliebigen Menge hydrolysierten Alkohol-
extraktes. Tabelle III stellt eine Auswertung des Alkaleszenz-
punktes mit reiner, abgemessener Galaktosemenge dar.

Aus diesen Versuchen ergibt sich, dall durch Zusatz von 1 ccm
n/10 Natronlauge zu dem durch den Umschlag von Methylrot an-
gezeigten Neutralpunkt die richtigen Zuckerwerte erhalten werden,
dafB ferner eine gewisse Schwankungsbreite im Zusatz von Natron-
lauge iiber den genannten Punkt hinaus gegeben ist, ohne daf} sich
die Werte merklich &ndern.

Erst spiter fand ich die Angabe von MEYERHOF und LOH-
MANN®), die zur Glykogenbestimmung ebenfalls die salzsaure
Hydrolyselésung neutralisierten und die freigewordene Glukose
bestimmten. Sie benutzten als Indikator Phenolphtaléin. Wie die

%) MEYERHOF, 0., und LOHMANN, Biochem. Zeitsehr. 171, 381 (1926).
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T abelideslils

Hydrolyse und Anfangsbestimmung gleiche Mengen eines Ex-
traktes. Die Anfangsbestimmung wird nach dem Kochen (kalt)
mit HCI versetzt und auf die jeweils gleiche Art wie die Hydrolyse-
bestimmung alkalisiert.

(Neutral = Umschlag des Methylrot in Gelb mit n/10 NaOH.)

mg Galaktose Hydrolyse ab-

Hydrolyse Anfangsbst. ziigl. Anfangsbst.
mg. Galaktose

Neutral 0,193 0,085 0,108
Neutral 1cem n/10NaOH 0,202 0,089 0,113
3 3cem . 0,190 0,083 0,107

i 0,1 cem 33°/,NaOH 0,226 0,142 0,080

0,2 cem o 0,292 0,198 0,094

T'abelle LII.
7u einer abgemessenen Menge Galaktoselosung (entspr. 0,20 mg
Galaktose) werden 4 cem 11% HCI hinzugefiigt und neutralisiert.
(Neutral = Umschlag des Methylrot in Gelb mit n/10 NaOH.)
Bei dem ,Salzwert“ in gleicher Weise verfahren, nur ohne
Zucker.

cem n/200 ™8 Galaktose

mg. Galaktose Behandlung NasS,0, asbzilglich
alzwert
0,20 ~ 1,09 0,200
4 e 1,09 0,200
— == 2,00 =
0,20 neulr. + 0,5 cem  n/10 NaOH 0,88
X AN St 0,90 0213
o Wk % 1,83
0,20 » + 1,0ccm 0,88
. N , 0,90 0,202
— e i ; 1,78
0,20 5 1bicem 0,92
= Ser ek 7 2 0,92 0,196
=== S 5 3 e
0,20 , + 2,0cem & 0,96
,, e R ; 0,92 0,173
e SR ] i 1
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umstehende Tabelle V zeigt, konnte ich mit dieser Methodik
bei den von mir benutzten Mengen brauchbare Resultate nicht
erzielen. Allerdings ist zu bemerken, dafl ich im Gegensatz zu
MeYERHOF und LOHMANN nur mit der vorgeschriebenen Menge
n/200 Ferrizyankaliumlosung (2 cem) gearbeitet habe, und daf
ich die Nachpriifung — wie fiir meine Zwecke erforderlich — mit
Galaktoselosung anstellte, die gegen einen verdnderten Al-
kaleszenzgrad sehr viel empfindlicher ist als Glukose™).

Durch die Zugabe von Salzsidure und Natronlauge wird (wie
das auch MEYERHOF und LOHMANN bemerken) schon eine gewisse
Titerabnahme des Ferrizyankaliums bewirkt, die aber, wie ich
feststellte, als immer gleichbleibender ,,Salzfehler ausgeschaltet
werden kann. Es kommt also zu einer Serie mit gleichen Mengen
Salzsdure angesetzter Hydrolysen eine Salzbestimmung in der
Weise hinzu, dall die betreffende Menge Salzsiure (in unserem
Falle 4 ccm) in der oben beschriebenen Weise neutralisiert und
nach HAGEDORN-JENSEN bestimmt wird.

Ad 4. Die so neutralisierten Fliissigkeiten (Hydrolyse- und
Salzbestimmung) werden in dem geeichten Priparatenglas auf
17 cem mit Aqu. dest. aufgefiillt und nach Zusatz von 2 cem n/200
Ferrizyankaliumlésung wird die Bestimmung in der vorgeschrie-
benen Weise zu Ende gefiihrt.

Da bekanntlich die Galaktose dem Ferrizyankalium gegeniiber
ein etwas anderes Reduktionsvermogen aufweist als Glukose, hat
es sich als notwendig herausgestellt, eine entsprechende neue
Galaktosekurve aufzustellen, die aber — wie besonders betont
werden mull — auf ein Fliissigkeitsvolumen von 17 cem bezogen
ist. (Tabelle am Schlusse der Arbeit.) Es wurde zur Aufstellung
der Kurve das Galaktosepridparat ,reinst von MERCK benutzt,
das lingere Zeit bei 50° und iiber Schwefelsiure getrocknet war.
Mit dieser reinen Galaktoselssung wurde dann auch nachgewiesen,
dafl innerhalb des hier angegebenen Tabellenbereiches der Zusatz
von Salzsdure und Natronlauge belanglos ist, wenn der dafiir
austitrierte Salzfehler abgezogen wird. Dabei wurde so vor-
gegangen, dall eine genau abgewogene Menge Galaktose in Aqu.
dest. gelost, entsprechend verdiinnt und die Losung aus einer
Mikrobiirette in die Priparatengliser abgelassen wurde. Hierzu
kam iiberall die gleiche Menge 11%iger Salzsiiure, es wurde in der

) PucHER u. FinscH, Journ. of biolog. Chemistry, V. 76, 1928, S. 331.
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angegebenen Weise neutralisiert und die Reduktionsbestimmung
angeschlossen. Die nachfolgenden Zahlen, die zehn Punkten der
(GGalaktosekurve entsprechen, zeigen die gute Ubereinstimmung
in allen Bereichen.

Tabelle IV.
abgemess. wiedergefunden :
mg Galaktose + HC1 + NaOH — .,Salzwert" unbehandelt
abgezogen
0,040 0,090 0,046 0,040
0,080 0,120 0,076 0,076
0,120 0,158 0,114 0,118
0,160 0,204 0,160 0,160
0,200 0,244 0,200 0,202
0,240 0,288 0,244 0,240
0,280 0,322 0,278 0,278
0,320 0.360 0,316 (0)5hlL
0,360 0,400 0,356 0,362

Der ,,Salzwert entspricht einer scheinbaren Galaktosemenge
von 0,044 mg.

In ganz derselben Weise wurden auch die Angaben MEYERHOF'S
nachgepriift. Es zeigte sich aber, wie aus Tabelle V ersichtlich ist,
dal schon der Salzwert auBerordentlich hoch ist. Nach dessen
Abzug kommt man jedoch nicht auf den gewiinschten Wert.

T abelles V.

Bestimmte Mengen einer Galaktoselosung werden auf dreifache
Weise mit der HAGEDORN-JENSEN-Methode bestimmt:

1. Liésung in Aqu. dest., unbehandelt.

2. Losung in Aqu. dest. plus 4 cem 11% HC, neutral. gegen
Methylrot.

3. Losung in Aqu. dest. plus 4cem 11% HCI, neutral. gegen
Phenolphtaléin nach der Methode von MEYERHOF und LOHMANN.

Unbehandelt Methylrot Phenolphtalein
0,040 0,041 : 0,099
0,116 0,118 0,069
0,191 0,193 0,143
0,296 0,298 0,200

Ad. 5. Zur Anfangsbestimmung geniigen 2 ccm der gut umge-
schiittelten, alkoholischen Losung, die unmittelbar in das Pri-
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paratenglas hineinpipettiert und im siedenden Wasserbad zur
vollstéindigen Trockne abgedampft werden. Spuren zuriickbleiben-
den Alkohols kénnen die nachfolgende Reduktionshestimmung
auf das empfindlichste stéren. Zu dem eingedampften Extrakt
werden 4 bis 5 cem Wasser hinzugegeben und 10 bis 15 Minuten im
siedenden Wasserbad gehalten. Es bildet sich eine triibe Emulsion,
in der auch grofere Flocken schwimmen. Nach dem Auffiillen auf
17 cem werden 2 cem Ferrizyankalium hinzugesetzt und die An-
sitze in der iiblichen Weise weiter behandelt?).

Dieser so erhaltene Anfangswert in Galaktose ausgedriickt, ent-
hilt alle diejenigen reduzierenden Substanzen, die auch ohne
Hydrolyse unmittelbar nachweisbar sind. Unter der Voraus-
setzung, dall diese Stoffe ihren Reduktionswert unter den Hydro-
lysebedingungen nicht verringern, sind wir genotigt, diesen Wert
vom Hydrolysewert abzuziehen, weil er ja darin mit enthalten ist.
Erst auf diese Weise erhalten wir den Reduktionswert, der nur
dem nach der Hydrolyse abgespaltenen Stoff entspricht. Hierfiir
kommt nur die Galaktose der Cerebroside in Frage. Der Anfangs-
wert ist keineswegs unbetrichtlich und darf nicht — wie das bisher
immer geschehen ist — vernachlissigt werden.

Ich habe im einzelnen nicht alle Stoffe verfolgt, die diesen An-
fangswert ausmachen, nur dem Kreatin habe ich besondere Auf-
merksamkeit geschenkt. Denn hier liegt der besondere Fall vor,
daB sich unter den Bedingungen der Hydrolyse der anfangs
niedrige Reduktionswert erhéhen kénnte. Es war nimlich anzu-
nehmen, dafl das im Gehirn fast ausschlieBlich vorhandene Kreatin
sich bei der Erhitzung mit Salzsiure in Kreatinin umwandeln
wiirde. Nun ergibt aber das Kreatinin bei der Reduktion mit
Ferrizyankali einen viel héheren (nach HormES’) einen doppelt
s0 hohen) Wert als das Kreatin und es wiirde demnach der Hydro-
lysewert um so viel zu hoch sein, als das Plus des Reduktions-
wertes vom neugebildeten Kreatinin gegeniiber dem Kreatin aus-
machen wiirde. Alles kam also darauf an, wieviel Kreatin und

8) Ich habe spiiterhin diese Anfangsbestimmung dahingehend abgeiindert, daf
ich nach dem Kochen in Wasser eine Féllung mit Zinksulfat-Natronlauge vornahm.
Die Begriindung und genauere Beschreibung erfolgt demniichst in der Bioch. Zeit-
schrift in einer kleinen Mitteilung als ,Fortgesetzte Cerebrosiduntersuchung.
Fiir die ersten experimentellen Untersuchungen ist aber die hier angegebene Metho-
dik benutzt worden.

) HoLMmEs, B. E., Biochemical journal 20, 595 (1926), 21, 412 (1927).
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wieviel Kreatinin in der sogenannten Anfangsbestimmung ent-
halten sind. Je groBer der Anteil an Kreatin ist, um so grofler
mul der Fehler sein, je groBer der Kreatininanteil ist, um so kleiner
ist der Fehler, denn in dem letzteren Falle wiirde das gesamte
Kreatinin aus der Hydrolysebestimmung herausgestrichen werden
konnen.

Zunichst stellte ich erst einmal fest, daB tatséchlich bei der
hier angewandten Extraktionsart das Kreatin quantitativ in den
Alkohol iiberging. Ein alkoholischer Hirnextrakt wurde hydro-
lysiert, filtriert und nach der Neutralisation wurde mit Pikrin-
siure kolorimetrisch sein Gehalt an Kreatinin festgestellt. Es
war in drei verschiedenen Extrakten eines Kaninchengehirns
0,0923%

0,0910%! Gesamtkreatinin enthalten. (BEKER'™) findet z. B.
0,0929 %

0,051 bis 0,071%.) Um nun das Verhiltnis von Kreatin zu
Kreatinin in der ,,Anfangsbestimmung” ausfindig zu machen,
wurde folgendermafen verfahren: In einer etwas groBeren Extrakt-
menge wurde in gewdhnlicher Weise eine Anfangshestimmung an-
gesetzt. Nach dem Kochen wurde mit Trichloressigsiure gefdllt
und durch ein gehirtetes Filter filtriert. Ein Teil dieses vollig
klaren Filtrates wurde sofort auf seinen Gehalt an Kreatinin
untersucht, ein anderer Teil erst nach einem 15 Minuten langen
Aufenthalt bei 110° nach Zusatz von soviel Salzsdure, dall die
Losung 11% HCL enthielt. In diesem zweiten Teil war in mehr-
fach wiederholten Versuchen immer nur ein Plus von 11 bis 12%
gegeniiber dem ersten Teil festzustellen. Das besagt also, daB nur
11 bis 12% des gesamten Kreatin-Kreatiningehaltes der ,,Anfangs-
bestimmung® als Kreatin, 88 bis 89% als Kreatinin vorhanden
sind. Dadurch verringert sich der Fehler also auBerordentlich. Er
besteht lediglich darin, daf 11 bis 12% des in der Hydrolyse-
bestimmung erscheinenden Kreatinins in der Anfangsbestimmung
nur mit zirka halber Reduktionskraft als Kreatin in Erscheinung
treten. Da ich nicht genau weil’, den wievielten Teil der gesamten
Anfangsbestimmung das Kreatinin darstellt, so setze ich zur
Berechnung des grofitmaglichen Fehlers den Anfangswert gleich
dem gesamten Kreatinin (in Wirklichkeit ist weniger Kreatinin
darin enthalten). In diesem Falle wiirden (nach dem in Tabelle I

10) BEKER, J. C., Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, O LGIS)



Eine Mikromethode zur Bestimmung der Cerebroside. 175

angegebenen Beispiel) 11% von 0,109 mg = 0,012 mg nur als
Kreatin reduzieren, das heilit, der Hydrolysewert wéire um 0,006 mg
zu hoch (zirka ein Tropfen n/200 Thiosulfat). Abgesehen davon,
dall schon dieser Wert beinahe in die Fehlergrenze der Titrations-
methodik fillt, ist ja in Wahrheit der Fehler noch kleiner, weil
erstens der Kreatiningehalt nur einen Teil des Anfangswertes
ausmacht, und weil sich zweitens dieser ,,Fehler” bei allen Be-
stimmungen in der gleichen Richtung bewegt, und sich somit bei
Vergleichsbestimmungen mehr oder weniger ausgleicht.

Nachdem somit — soweit es zu iibersehen ist — alle Fehler-
quellen ausgeschaltet waren, wurde die Methodik an reinem Cere-
brosid nachgepriift, das nach der von THIERFELDER angegebenen
Methodik aus Menschengehirn hergestellt wurde. Das Cerebrosid,
das wir in reinen, weillen Kristallen erhielten, unterschied sich in
seinen Lésungsbedingungen deutlich von dem im Protagongemenge
enthaltenen Cerebrosid: wihrend némlich die ungereinigte ,,sub-
stance blanche® noch lange Zeit nach dem Erkalten in der Schwebe
bleibt, fallt das reine Cerebrosid, das in warmem, 96 % igem Al-
kohol geldst ist, bei dem Erkalten auf 28 bis 30° aus und senkt
sich sehr rasch zu Boden. Aus diesem Grunde also war es notig,
bei Bestimmung der reinen Cerebrosidlosung warm, bei gemessener
Temperatur abzupipettieren und diesen Fehler entsprechend dem
Ausdehnungskoeffizienten des Alkohols einzurechnen. Tabelle VI
gibt die erhaltenen mg Galaktose und Cerebrosid aus 2 cem von
100 cem, in denen 0,1g Cerebrosid gelést waren. Das Uber-
pipettieren geschah bei einer Temperatur von zirka 40°.

Tabelle VL

0,100 g reinen Cerebrosids werden in 100 cem Alkohol gelost.
Davon gelangen je 2 cem zur Hydr olyse, von dem auf 10 ccm auf-
gefiillten Filtrat 5 ccm zur Reduktionsbestimmung (= 1 mg Cere-
brosid).

Die Temperatur betriigt beim Uberpipettieren 40°, entspricht
rund einem Fehler von 49 .

cem n/200 cem n/200
Na,S,0, Na,S,0,
0,82 1,84[
0,82 . : 1,83
Hydrolyse 084~ 0,261 mg G. Salzwert 189~ 0,033 mg G.
0,84 1,83
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1,82
1,820 ; 1,94] _
Anfangsbst. 183~ 0,034 mg G. Titer 1.95) = 0,011 mgG.
1,83
Hydrolyse brutto in mg Galaktose 0,261
Salzwert o o 5 — 0,033
Hydrolyse netto ,, i = (0,228
Anfangsbst. brutto in mg Galaktose 0,034
Leerwert 2 i — 0,011
Anfangsbst. netto ,, e = (1023
Cerebrosidzucker : = (0,228
— 0,023
0,205 mal 4,6 =
Cerebrosid: 0943 mg + 4% =
0,9830 ,,

Tabelle zur Ermittlung der Galaktosemenge

aus dem Thiosulfatverbrauch.

0 1 2 3 + 5 6 i 8 9
0,0 . 450 ‘ 448 445
0,1 443 440 438 435 433 430 428 425 l 423 420
0.2 417 415 413 410 407 404 402 400 ‘ 398 394
0,3 392 390 387 384 382 379 RiTi 374 | 372 368
0,4 367 364 362 359 356 354 851 349 | 346 342
0,5 340 338 336 333 330 327 325 322 320 318
0,6 316 314 311 308 306 304 302 299 297 294
0,7 292 290 288 285 283 280 278 275 203 271
0,8 269 266 264 261 259 256 254 252 249 247
0,9 244 242 240 230 235 232 230 228 226 224
1,0 221 218 216 214 211 209 207 204 202 200
il 198 195 193 190 188 186 184 181 179 177
1,2 174 172 170 167 165 162 160 158 155 153
13 151 148 146 144 142 140 138 135 133 131
1.4 129 126 124 122 120 118 L5 113 1L 109
1.5 106 104 102 100 098 096 094 092 089 087
156 085 083 080 078 076 074 071 069 067 064
17 062 060 058 055 053 051 049 046 044 042
1,8 040 038 036 033 032 030 028 026 024 022
1,9 020 018 ‘ 016 014 012 010 008 006 | 004 002

cem n/200 Thiosulfat =0, ...mg Galaktose
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Es mufl dazu bemerkt werden, dal die letzte Reinigung der
Cerebroside mit dem von THIERFELDER angegebenen Zinkreagens
aus dulleren Griinden unterbleiben mufite, und daB statt dessen
die Umkristallisation in Chloroform-Methylalkohol hiufiger wieder-
holt wurde. Zum Schlull war mit der Molybdinblaureaktion nach
dem Veraschen nur noch eine Spur Phosphor nachweisbar. Aus
dieser letzten Verunreinigung erklirt sich auch der Fehler von
zirka 2% . Vielfache Wiederholungen, die mit anderen Mengen an-
gestellt wurden, ergaben immer den gleichen Fehler.

Zum Schlufll mchte ich Herrn Professor Scumrrz fiir die An-
regung zu der Arbeit und die freundliche Unterstiitzung bei ihrer
Ausfithrung herzlichst danken. Auch der Notgemeinschaft deut-
scher Wissenschaft, mit deren Hilfe die Arbeit durchgefiihrt wurde,
sage ich an dieser Stelle meinen besten Dank.
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