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Von 

Prof. Dr. B r i e g e r ,  und 
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Sanit~itsrath Dr. Boe r .  

Alle Versuche, aus dem Blutserum immunislrter Thiere die wirksamen 
Schutzstoffe mSglichst quantitativ und frei yon den fibrigen Blutbestand- 
theilen abzuscheiden, sind bisher geseheitert. Die ~Iethoden, welche zur 
Darstellung coucentrirter Aatitoxine herangezogen wurden; st~itzten sioh 
s~mmtlich, wie der Eine yon uns (Bsieger) bereits ausgeffihrt hat, auf 
die Anwendung des Princips der mechanischea Ausf~llung. Von vorn- 
herein attsgeschlossen war hier tier sonst in des organischen Chemie mit 
Vorliebe und ausserordentliehem Erfolge besehrittene Weg der Extraction1 
ohemisches Substanzen dutch LSsungsmittel, wie Alkohol, Aether u. s. w.. 
da naeh Ehr l i ch  und Br ieger ' s  Untersuchungen die Antitoxine einzig 
und allein nur in Wasser sich 15sen. • jene in der Chemic vielfaoh 
gebr'~uchlizhen und yon glhnzenden Resultaten gekrSnten Methoden tier 
Ueberffihrung chemiseher KSrper in mSglichst unlSsliche Doppelverbindungen 
mit nachfolgender Zerlegung in ihre Componenten begegnet hinsichtlioh 
ihrer Anwendung auf die Antitoxine recht erhebliohen Schwierigkeiten; 
denn die leichte Zersetziichkeit des letzteren durch ehemische s 
gestattet nut eine recht beschr~nkte Auswahl unter den chemischen 
Paarlingen. Und doch scheint, wie aus folgenden Zeilen ersichtlieh wird, 
dieser bisher noch nicht beaohtete Darstellungsmodus tier s am 
ehesten geeignet zu sein, eine Keindarstellung der Antitoxine und auch 
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der Toxine zu ermSglichen. Somit erSffnet sich die Aussicht, dieses ffir 
die Theorie und Praxis so fiberaus wichtige Gebiet der ~edicin auch der 
exakten chemischen Forschung zug~nglioh zu machen. Vorliiufig hubert 
wir in den Kreis unserer Untersuchungen nur alas Blutserum yon gegen 
Te tanus  und Diphther ie  immunisirteu Thieren gezogen. Und zwar 
standen uns zu Gebote: 

1. Zur Darstellung der Tetanusantitoxine Ziegenserum, das einen 
Immunit~tswerth yon 800 000 bis 3 000 000 reprfisentirte und 

2. zur Isolirung tier Diphtherieantitoxine Kuhserum yon 60fachen 
und Pferdeserum yon 100fachen Normal-Einheiten. 

Da wit somit gezwungen waren, mit Serumsorten verschiedener Thier- 
species zu arbeiten, so liess sich hierbei gleich die Frage entscheiden, ob 
die Verschiedenartigkeit des Serums auch Unterschiede in der Leistungs- 
fahigkeit der ]~ethoden zur Gewinnung der Antitoxine bedingt. Wit 
haben uns nun fiberzeugt, dass die Herkunft des Serums die Brauchbar- 
keit der als zuverl~issig erkannten Verfahren nic~ im ~indesten beein- 
tr~chtigt. 

Unsere gesammten, recht zeitraubenden Untersuchungen im Detail 
hier mitzutheilen, wfirde zu welt ffihren. Wir beschr~nken uns desha]b 
nut, darauf, fiber die mehr erfolgreichen Versuche zu berichten. 

Vor allen Dingen wurde im Auge behalten unter sorgfSltiger Be- 
achtung der fiblichen ~iusserst exakten und m a t h e m a t i s c h  s i cher  
a r b e i t e n d e n W e r t h b e s t i m m u n g e n  eine mSglichst q u a n t i t a t i v e  Aus- 
beute  zu erzielen und dann zu versuchen, die s yon den un- 
wirksamen Begleitsubstanzen zu befreien. 

Io 

Zun~ichst war unser Augenmerk darauf gerichtet, die bekannten 
mechan i s chen  F ~ l l u n g s m e t h o d e n  behufs Darstellung der Antitoxine 
aus dem Blute systematisch durchzuprfifen und denselben eventuell neue 
Combinationen hinzuzuffigen. 

Yon der zwar heftig angefeindeten, vorl~iufig aber durch keine that- 
s~ichlichen Unterlagen widerlegten Annahme ausgehend, dass die Antitoxine 
selbst EiweisskSrper oder denselben nahestehende Derivate sind, wurden in 
erster Linie Eiweissfallungsmittel benutzt. Hierbei zeigte es sich, class 
gewisse Substanzen aus dieser Gruppe, wie Aethylalkohol, Methylalkoho], 
Aceton~ Essigs~ure und Ferrocyankalium, die Mineral- und organischen 
SEuren in verdiinnten LSsungen yon 1 Proc. bis 1 Promille nicht bloss die 
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intitoxine, sondern auch die Hauptmasse der Blutalbuminate - -  h~ufig schon 
im trockenen Zustande -- gewShnlich abet erst nach dem Trooknen in 
wasserunlSsliche Modificationen verwandeln. Diese werden dann erst mit 
Hiilfe yon ganz schwachen i lkalien,  die an und fiir sich die specifische 
Kraft tier intitoxine nioht im Mindesten beeintfiiohtigen, wieder in 
LSsung gebracht. Die nun zu r fast g~nzliohe Einbusse an 
specifischer Wirkung yon Seiten dieses Fluidums beweist, dass die alko- 
holischen und stark sauer reagirenden Substanzen die inti toxine zerstSren. 

indere  Eiweissreagentien wie immoniumsulfati  Magnesiumsulfat 
allein oder in Verbindung mit phosphorsaurem Natron, Natriumnitrat, 
metaphosphorsaures Natron u. s. w. liefern Eiweissf~llungen, welche zwar 
Antitoxine mit einschliessen und selbst naoh scharfem Trocknen 15slich 
bleiben, die abet ffir praktisehe Zwecke unbrauchbar sind, da erst nach 
vollst~ndigem iusf~llen der Eiweissk6rper auch die intitoxine quantitativ 
mit niedergerissen werden. 

Dass auch die meohanische husf~llung yon intitoxinen bet wechsel- 
seitiger Einwirkung yon mineralischen Stoffen wie z. B. yon Chlorcalcium 
und phosphorsauren Natron, oder dutch Bildung yon Hydroxyden in statu 
nascendi aus Erdalkalien oder Sohwennetallen in unzul~nglicher und in 
fiir die Praxis ganz unbefriedigender Weise yon Statten geht, war nach 
unseren frfiheren Erfahrungen nicht fiberraschend. 

Die physiologische Chemie lehrt nun, dass gewisse Eiweisssubstanzen 
in der Wiirme ergiebiger niedergeschlagen werden als in tier Kiilte. Be- 
sonders bekannt ist es, dass die sogenannten Globuline durch Kochsah 
unvollkommen, dutch Magnesiumsulfat bet 30 o C. dagegen vollkommen 
ausgesalzen werden. Von dieser Thatsache hat bereits Tiz z oni 1 Gebrauch 
gemacht, ohne  auf die quantitativen iusbeuten Rficksicht zu nehmen. 

T izzon i  nahm , ,1  ecru Blutserum yore immunen Hunde, setzte dazu 
Magnesiumsulfat in Krystallen, bis ein Theil derselben bet der Temperatur 
-con 300 C. ungelSst auf dem Boden des Reagensgl~sehens zurfickblieb." 
Tizzoni  f~hrt dann wSrtlich fort: ,,Nach h_blauf der ffir alas /bsetzen des 
Niederschlages nothwendigen Zeit habe ich bet derselben Temperatur filtrirt, 
mit ges~ttigter LSsung yon schwefelsaurer Magnesia nachgewaschen und end- 
lich habe ich~ sowoM das Filtrat als aueh den Niederschlag, bet einer Tem- 
peratur yon 36 o in kleinen Dialysatoren zum Dialysiren gegen viel Wasser 
hingestellt, indem ich reich wiihrend dieser ganzen Operation stets nur steriler 
Gefl6sse und Fliissigkeiten bediente. Zum Schluss wurden sowohl das Filtrat 
als auch tier Niederschlag, in welch' letzterem die Globuline naeh der Dia- 
lyse wieder gel6st worden waren, durch Zusatz eines Tropfens yon Natrium- 
carbonatlSsung 2 Stunden lang mit 1/2~cm filtrirter Tetanuseultur in Berfih- 
rung gebracht und unter die Haut des Oberschenkels zweier Kaninchen yon 

Virchow's iVestschrift. III. S. 48. 
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ungef~thr gleichem Gewichto injicirt. Von diesen Thieren starb alas mit dem 
Filtrat injicirte nach 30 Stunden unter allen Erscheinungen des acuten Te- 
tanus, als ob es einfach eine Injection filtrirter Cultur erhalten h~itte, das- 
jenige hingegen, welches die Injection des Niederschlages bekommen hatte, 
zeigte gar kein Symptom des Tetanus. Diese Thatsache ftihrte reich zu dem 
Schlusse, dass das Antitoxin des Tetanus kein Serumalbumin ist, sondern 
dass es vielmehr ein Globulin ist, crier eine Substanz, welche mit dem 
Globulin ausgefi~llt wird. 

Wit erw/ihnen die Methode Tizzoni 's hier ausffihrlich, weil wit in 
tier gleichen Weise mit dem Magnesiumsulfat, das zuers t  yon Ehr l i ch  
und Br ieger  1 zur Ausf~llung der Antitoxine empfohlen wurde und auch 
mit Kochsalz, bei Temperaturen yon 30 his 370 C. operirt haben. Doch 
ist die Anwendung dieser Methoden a l le in  nicht zweckentsprechend, 
da hierdurch hSchstens nut 50 Procent der Antitoxine aussalzbar sind, 
selbst wenn man die Einwirkung tier W~rme bis auf 24 Stunden aus- 
dehnt. Zudem fallen hierbei noeh so grosse Mengen unwirksamer Blut- 
• mit aus, class yon einer erheblichen Concentrirung kaum die 
Rede sein kann. 

Bei gee igne te r  Combinat ion des Kochsalzes  mit  gewissen 
Salzen,  d a r u n t e r  auch mit  M a g n e s i u m s u l f a t ,  gelang es uns aber, 
ftir die Praxis recht brauchbare Resultate zu erzielen. W~hrend eine 
Vermischung yon Kochsalz mit Magnesiumsulfat und andere~ schwefel- 
sauren oder phosphorsauren Alkalien, mit Bromiden, wie Bromnatrium, 
Bromkalium, mit Jodiden, wie Jodnatrium, mit jodsauren oder chlor- 
sauren Salzen die • aus dem Blutserum nur ungenfigend 
beeinflusst, scheidet Kochsalz in YerbJndung  mi t  Ch lo rka l ium 
u n t e r  Umst~inden auch mit  3odkal ium --  Substanzen, die an und 
ffir sieh selbst in der W~rme nicht einmal Spuren yon Antitoxinen aus- 
salzen - -  bei l~ngerer Einwirkung yon Temperaturen yon 30 bis 37 o C., 
die Antitoxine aus dem Blutserum und aueh aus der Milch vol l s t~ndig  
quan t i t a t i ' v  aus. Die Werthigkeit des Serums bleibt hierbei ohne Be- 
]ang, eine Thatsaehe, welcher gegenfiber den bisherigen Erfolgen eine 
grosse praktische Bedeutung beizumessen ist. Und zwar haben uns zahl- 
reiche Controlversuehe ergeben, dass man am zweckm~ssigsten in der 
Weise vorgeht, dass man in je 10 eem B]utserum, das noeh mit dem 
gleiehen Volumen destillirten Wassers verdfinnt wird, stets 4 g~m Chlor- 
kalium bezw. Jodkalium 15st, die Flfissigkeit mit 4 bis 5 grm rein zer- 
riebenen Kochsalz tfichtig durchschfittelt und dann dieses Gemisch der 
Brutw'~rme fiberantwortet. 

1 ,Die.~e Ze i t s c /~r i f t .  Bd. XIII. S..~45. 
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Unter noch nicht tibersehbaren Bedingungen ballen sich bei Anwen- 
dung yon Jodkalium und Chlornatrium, insbesondere bei l~ngerem Ver- 
weilen im Brfitschranke die Antitoxine mit einem Theil der Albumine 
zu unlSslichen Niederschliigen zusammen, welche mit Wasser ohne Verlust 
ausgewaschen werden kSnnen und die nut in schwach alkalischem Wasser 
das wirksame Frincip quantitativ abgeben. Dieses Verfahren soll noch 
welter studirt werden. 

Beschickt man hingegen das Blutserum mit Chlorkalium und Koch- 
salz unit fiberl~sst diese Mischung 18 his 20 Stunden lang Temperaturen 
yon 30 his 37 o C, so ist man s te ts  sicher, die Antitoxine q u a n t i t a t i v  
in Niederschlage zu finden. Der Erfolg dieser ~[ethode ist aber wesent- 
lich an die Daue r  tier W ~ r m e e i n w i r k u n g  gebunden, denn successive 
Prfifungen ergaben, dass yon Stunde zu Stunde die Ausbeute an Anti- 
toxinen w~chst, um nach 18 bis 20 Stunden das gewfinschte Optimum 
zu erreichen. 

Das Gewicht  derartiger gut 1:1bet Thon abgesaugter, und im Ex- 
siccator getrockneter Niederschl~ige aus Diphtherie-tteilserum betrug stets 
ca. 0-4 ~r~ aus 10 corn Blutserum, die sich etwa in gleichen Theilcn 
Wasser 15sen, und schloss ausser der Gesammtmenge der Antitoxine noch 
Eiweiss und Sahe ein. Behufs HShertreibung der Concentrirung galt es 
nun, die anhaftenden Salze, ohne Sch~digung des Antitoxingehaltes~ zu 
entfernen. Dieser Aufgabe konnten wit uns dadurch nach Wunsch ent- 
ledigen, dass wit die wieder aufgelSsten Niederschl~ge gegen fiiessendes 
und destillirtes Wasser l~ngere Zeit dialysirten, eine Prooedur, bei der, 
wie uns eine Reihe yon u bewiesen, auch nicht der geringste 
Verlust an Antitoxinen, wenigstens aus dem [Blu t se rum,  zu be- 
fiirchten steht. 

GrOssere und vorl~ufig auf diesem Wege nicht zu fiberw~Itigende 
Schwierigkeiten stellten sich der Eliminirung der die Antitoxine umhfillen- 
den Eiweisssubstanzen entgegen. Indessen gelingt es, noch einen erheb- 
lichen Bruchtheil der letzteren, bei quantitativen Antitoxinausbeuten 
dadurch los zu werden, dass man den in Wasser gelSsten Chlorkalium- 
Chlornatrium-Niederschlag mit dem gleichen Volumen feingepulverten 
Magnesiumsulfat versetzt~ und dann das Ganze 2 his 3 Stunden lung dem 
]~rfitschranke anvertraut. Auch die Filtration des dabei entstehenden 
Niederschlages nebst Auswasohen durch ges~ttigte MagnesiumsulfatlSsung 
muss im Brfitschrank erfolgen. Nimmt dieser Vorgang abet zu lunge 
Zeit in Anspruch, so gew~rtigt man recht bedeutende Yerluste an Anti- 
toxinen in Folge Zersetzung derselben. 

Unterwarf man 10 r Diphtherie- Heilserum diesem Verfahren und 
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dialysirte oder schlemmte mit Chloroform 1 ergiebig, so resultirten ca. 0.2 ~ 
eines trockenen Rfiekstandes, der sich in gleiahen Theilen Wasser 15ste 
und die Antitoxine quantitativ enthielt. Eine Wiederholung dieser 
Methode verbessert keineswegs das Ergebniss, gef~hrdet abet die Anti- 
toxinausbeute. Dem praktischen Bedfirfniss, aus minderwerthigem Serum 
reeht concentrirte hochwerthige Producte zu ext:rahiren, diirfte dieses Ver- 
fahren vorerst genfigen, um so mehr, als aueh die Anwendung desselben 
z. B. auf das Tetanusheilserum genau die gleiehen quantitativen Con- 
centrationsgewichte ]ieferte, wie wir sie bezfiglich des Diphtherieheilserum 
beriehten konnten. Auch die Milch immunisirter Thiere, welche bekannt- 
]ieh stets recht geringwerthig bleibt -- wit selbst konnten bei airier gegen 
Tetanus immunisirten Ziege, deren Blutserum sich auf 3 000000 be- 
werthete, im gfinstigsten Falle einmal eine Milch van 300 000 Immuni- 
t~tswerth erzielen - -  bildet ffir die in Rede stehende Concentrirungs- 
methode ein dankbares Object. So erhielten wir aus einem Liter Milch 
dieser Ziege van 30000 Immunit~tswerth ca. 1 g~m eines ~usserst 
leicht 15slichen Pulvers, das den vollen ursprflnglichen Concentrations- 
grad besass. 

II. 

Wie aus den obigen Zeilen erhellt, l~sst sich kaum erwarten, dutch 
m e c h a n i s c h e  F~llungen, mSgen dieselben noah so mannigfaltig variirt 
werden, der Antitoxine, befreit van dam Ballast tier unwirksamen Albu- 
minate habhaft zu werden. Ein Erfolg naah dieser Richtung hin l~isst 
sich nut dann erhoffen, wenn es gelingt: 

l. Die Antitoxine mit irgend welchen Chemikalien derart zu paaren, 
dass eine stabile, widerstandsfiihige Doppelverbindung geschaffen wird, 
van der nun die anhaftenden Eiweisssubstanzen leicht abgespfilt warden 
kSnnen. 

2. Muss diese innige Antitoxinpaarung auf nicht zu eingreifende 
Weise wieder in seine Componenten zu zerlegen sein. Nat~lich daft 
dadurch die specifische Kraft der Antitoxine nicht im Mindesten alterirt 
werden~ andererseits soll aber auch der begleitende, numehr l~istige Paar- 
ling beseitigt werden. 

Fehlversuche hatten wit zu registriren, als wires unternahmen, solche 
u zu construiren mit tIilfe van stickstoffhaltigen Substanzen 
aus tier organischen Reihe, wie Pyridinderivaten (Pyridin, Chinolin, 

1 Vgl. B r i e g e r  u. Cohn .  Diese Zeitachrifl. Bd. XV. 8. 445. 



~BER ANTITOXINE UND TOXINE. 265 

Acridin u. s. w.) oder Alkaloiden (Strychnin, Bruoin, Morphin u. s. w.), die 
theilweise bereits ffir gewisse Zwecke der organischen Chemic (Zucker- 
gruppe, Emi l  Fischer)  erprobt worden sind. 

•  die riehtigen Bahnen glaubten wit uns abet geleitet zu sehen. 
als wir den Salzen der Schwermetalle wiederum 1 eine grOssere Beachtung 
schenkten. Das genauere Studium der seiner Zeit ffir unsere Zwecke in 
den Vordergrund gestellten basisehen und neutralen Bleiessige gab die 
Grundlage flit unsere weiteren Experimente ab. 

Dutch recht zahlreiche und mannigfach abge~nderte Einzelversuche 
mit basischen und neutralen Plumbaten hofften wir Einblicke zu ge- 
winnen in die Bedingungen, unter denen die quantitative Abseheidung 
tier Antitoxine aus dem Blutserum sich vollzieht. In Betracht kommen 
hierbei die Anwendung: 

1. yon verdiinnten und concentrirteren LSsungen der Bleisalze und 
zwar 

2. Mit oder ohne Beriicksichtigung h5herer Temperaturgrade, oder 

3. In der Form der fractionirten Fiillung~ 
und schliesslich 

4. Unter Zusatz yon mehr oder minder grossen Mengen yon Amino- 
niak bezw. Alkalien. 

Wit batten hier yon Anfang an mit dem Uebelstand zu k~mpfen, 
alas bald in den Niederschlag, bald in das Filtrat ein mehr oder weniger 
ansehnlicher Theil tier Antitoxine hinein ging. Selbst nur ein hSchst 
geringffigiger Ueberschuss yon BleilSsung oder yon Alka]ien befSrdert den 
Ueber~ritt der Antitoxine in das Filtrat. Das neutrale Bleiacetat ver- 
dient abet for unsere Zwecke den Vorzug vor dem basischen Bleiacetat. 
Wird ersteres in recht verdiinnter LSsung mit einer Spur Ammoniak zu 
Heilserum hinzugegossen, so bleibt die Hauptmasse der fiberfltissigen 
Eiweisssubstanzen im Niederschlage~ und die Antitoxine finden sich quan- 
titativ angeh~uft im Filtrat. 

Aus 10 c~m Diphtherie-tteilserum kann nach diesem Verfahren mit 
naohfolgendem Schfitteln des Fittrats mit Ammoniumsulfat, Dialysiren 
und Trocknen, giinstigsten Falls 0.06 ~m eines leicht 15slichen Pulvers 
yon quantitativer hntitoxinwirkung dargestellt werden. 

Auf Grund dieser Versucbe dr~ngte sich uns die Ueberzeugung auf, 
dass die • mit Salzen der Schwermetalle zu mehr  oder 
weni ge t  lockere  n V e r b i n d u n g e n  zusammentreten, die sich in Alkalien 

' Ygl. B r i e g e r  u. Cohn . .Die$e  Zeitsc]trift. Bd. XV. S. 6 u. 446. - -  B r i e g e r .  
Bd. XIX. S. 106. 
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jedenfalls ~usserst leicht 15sen. Dieser Umstand erkl~rt auch die schwan- 
kenden quantitativen Ergebnisse bei der Gewinnung yon Antitoxinen 
mittels tier dutch Ammoniak hergeste]lten Metall-ttydroxydniederschl~ge. 

Da die Bleiverbindungen selbst bei geringstem Ueberschuss der 
Reagentien sich wieder theilweise 15sten, so gestaltete sich das Arbeiten 
mit diesen Reactiven zu heikel. In Folge dessen prfiften wit e~ne grosse 
Zahl anderer Sahe der Schwermetalle auf ihre F~ihigkeit sich mit den 
Antitoxinen zu paaren. Gewisse, stark sauer reagirende Sahe wie Eisen- 
chlorid, Eisensulfat, Zinnbiehlorid u. s. w. gehen mit den Antitoxinen 
fiberhaupt keine Verbindung ein. 

Andere Salze wie z. B. das Cadmiumsu l f a t  f~ihren nut hSchstens 
50 Procent des wirksamen Princips in feste Form fiber. 

Bessere Dienste leisteten uns schon K u p f e r s u l f a t  und Queck- 
s i lbe rb ich lo r id ,  die in Gemeinschaf~ mit vieI Eiweiss die Antitoxine 
quantitativ ausf~llen. 

Das Q u e c k s i l b e r b i e h l o r i d  ist p rak t i soh  verwerthbar, wenn man 
das Blutserum vor dem Ausf~llen dutch das Sublimat mit sehr geringen 
Mengen Chlornatrium versetzt, wodurch die An-titoxinpaarlinge ins 
Filtrat iibergehen. Dieses w~hrend 24 Stunden analysirte Filtrat wird 
nun im Vacuum getrocknet, wiederum geiSst, wobei sich dann der Anti- 
toxinpaarling in Gestalt einer im Wasser schwer 15slichen amorphen 
Masse abscheidet. 

Aueh S i l b e r n i t r a t ,  dem mit Kochsalz versetzten Heilserum zuge- 
fi~gt, zeitigt dasselbe Resultat wie Sublimat und Kochsalz, ist aber wegen 
]eichter Zersetzlichkeit praktisch unbrauchbar. 

Am besten eignen sich aber fi~r unsere Zwecke gewisse Zinksalze .  
Z i n k s u l f a t  sowie Z inkch lo r id  sehlagen die • aus dem Heil- 
serum vSllig quantitativ nieder. Allerdings erw~ehst auch bier wiederum 
die grosse Schwierigkeit, die Zinkverbindung der Antitoxine yon den Be- 
gleitsubstanzen abzutrennen. Bis zu einem gewissen Grade ist uns aber 
diese • geglfickt. 

Zur vSlligen Ausscheidung der Antitoxine aus l0 ~m tieilserum, das 
zweckm~ssig mit 5fachem Volum Wassers verdfinnt wird, genfigen 20 r 
einer 1 procent. Zinksulfat- oder ZinkchloridlSsung. Nach kurzem 
Stehen wird der Niederschlag abfiltrirt. Im Filtrat entstehen h~iufig noah 
nachtr~glich Tri~bungen, um die man sich aber welter nicht zu kilmmern 
braucht, da der erste Niederschlag bereits die Gesammtmenge der Anti- 
toxine enth~lt. Nut in recht viel Wasser 15st sich dieser Niederschlag 
wieder g~nz]ich auf, so dass man denselben vorsichtig auswaschen kann.' 

Alsdann 15st man den Niederschlag in schwach alkalischem Wasser 
(1 Tropfen:Normal-Natronlauge : 20~mWasser) und leitet Kohlensaure ein. 
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}tierbei reagiren nun die Zinkverbindungen verschiedenartig, insofern als 
die mit Zinksulfat vorbehandelten Antitoxine duroh Kohleus~ure in den 
Niederschlag hineingerissen werden, w~hrend die mit Zinkchlorid gepaarten 
Antitoxine alsdann im Filtrat verharren. Aussohlaggebend fiir diese Differenz 
sind wohl der hShere oder geringere S~uregrad der betreffenden ~Ietall- 
verbindungen. 

Bei den weiteren Manipulationen behufs Reinigung erwies es sich 
yon Vortheil, den die Antitoxine einsehliessenden Antheil im Exsiccator 
zu trookuen, da dann die Zinkalbuminate grSsstentheils noeh veto Wasser 
aufgenommenwerden, die Zinkantitoxine hingegen ungelSst bleiben. Kochsah, 
oder noch besser sehwaohe Alkalien, 15sen die letzteren leieht. Durch weitere 
Behandlung mit Kohlens~iure gelingt es dann noch, aus dem Zinkchlorid- 
antitoxin den grSssten Theil des Zinks zu eliminiren. Die Versuche, die 
letzten Spuren yon Zink z. B. dutch Schwefelammonium oder Schwefelwasser- 
stoff, welehe die Antitoxine nicht welter seh~digen, zu entfernen, sowie 
die noch hartn~ckig anhaftenden geringen Beimengungen yon Eiweiss und 
Z ueker  g~nzlieh herauszuwerfen, werden yon uns noch weiter fortgesetzt. 
Yorl~ufig gelang es uns nach dieser hlethode aus 10 cr Diphtherie- oder 
Tetanusheilserum ca. 0.1 ~ eines in Wasser leicht 15sliehen Pulvers zu 
erhalten, das quantitativ die Antitoxine in sioh birgt. 

III. 

h~ichts lag n~her, als die bei der Antitoxin-Gewinnung bew~hrten 
Methoden auch in ihrer Anwendung auf die Darstellung tier Toxine zu 
i~bertragen. 

Die Chlorkalium-Chlornatrium-Methode versagte g~nzlich. u 
man abet filtrirte Diphtherie- oder Tetanusbouillon mit Queoksilberchlorid, 
Zinksulfat oder noch besser mit Zinkchlorid, so werden alas Tetanustoxin 
und das Diphtherietoxin q u a n t i t a t i v  ausgef~llt. 

Da diese Niederschl~ge im Wasser g~inzlieh unlSsHch sind, so kSnnen 
sie reeht sauber und sorgf~ltig ausgewaschen werden. Nut durch LSsen 
dieser gereinigten Doppelverbindung in koehsahhaltigem oder schwaeh 
alkalischem Wasser kann man sich davon fiberzeugen, class man die 
Toxine hier quantitativ in tt~mden hat. Versueht man dutch Einleiten 
yon Kohlens~ure in die durch Alkali gelSsten Zinktoxine das Zink zu 
entfernen, so verbleibt das Toxin stets beim Zink. Sehwefelwasserstoff 
ist hier nicht anwendbar, da derselbe die Toxine verniehtet. Die ge- 
reinigte Zink-Doppelverbindung der Toxine enthfilt keine Spur yon Eiweiss 
o2er Peptonen mehr. Ein s o g e n a n n t e s  Ei~veissder ivat  im l and-  
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l~uf igen  Sinne  l i eg t  in den Toxinen  der  D iph the r i e  und des 
Te t anus  j e d e n f a l l s  n i ch t  vor. Ein Liter Diphtherie oder Tetanus- 
bouillon geben ca. 3.0 ~rm der getroekneten Zinkdoppelverbindung, die 
nut ca. 0.3 ~ organische Substanz enth~lt, welehe die Gesammtmenge 
der Toxine umfasst. 

Diese Zinkverbindungen werden nur duroh Kohlens~ure, nicht d~u'ch 
Minerals~uren~ nieht duroh Mittelsalze, z. B. Ammoniumsulfat, nicht durch 
Phosphormolybd~ns~ure, nicht dutch Phosphorwolframs~ure gef~llt. Die 
• tier Xanthoprote~'n-, der Biuret-, tier Adamkiewicz 'schen 
Reaetion~ das • yon Rothfi~rbung beim Kochen mittels Mille n's 
Reagens, das Fehlen jeder Ablenkung nach der einen oder anderen Rich- 
tung kin bei der Untersuchung mit dem Polarisationsapparat bestStigen, 
class hier weder ein Pepton noch irgend eine hlbumose oder Albuminat 
vorliegt. 

Nur beim Kochen mit Eisenchlorid entsteht deutliche Rothflhrbung. 
0b dieselbe nut duroh unwesentliohe Beimengungen (Amidos~uren) be- 
dingt ist~ werden die weiter fortgesetzten Untersuchungen, welche sieh 
auch auf die Fermente erstrecken, zu ermitteln haben. 

Eine Sprengung der Zinkverbindung liess sich vorl~ufig nut durch 
Natriumphosphat bewerkstelligen. Den hierdurch in Freiheit gesetzten 
Toxinen des Tetanus und der Diphtherie haften allerdings auch dann noch 
recht hartnSckig anorganische Substanzen an. 


