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Zusammenfassung.

Die polarimetrische Rohrzuckerbestimmung nach Hasse und Bake
bezw. Finke wird nachgepriift.

Es erweist sich als vorteilhaft, sich vom Volumen des Unloslichen
unabhingig zu machen, indem man die abgewogene Schokolade nicht auf
ein bestimmtes Volumen auffiillt, sondern mit einer bestimmten Fliissig-
keitsmenge versetzt. o

Es wird festgestellt, dass ein Zuckerverlust durch Adsorption an die
ausfallenden Bleiverbindungen stattfindet.

Diese Adsorption macht eine Korrektur notig, welche mit steigendem
Gehalt an fettfreier Kakaomasse zunimmt.

Zur Berechnung der fettfreien Kakaomasse wird ein rasch ausfiihr-
bares Verfahren der approximativen Fettbestimmung angegeben, welches
da angebracht ist, wo der Fettgehalt nicht zu andern Zwecken genau
bestimmt wird.

Ueber die physikalisch-chemischen Vorgiinge beim Altern des Eiklars,
Von Dr. CH. SCHWEIZER.

(Aus dem Laboratorium des Eidg. Gesundheitsamtes,
Vorstand: Prof. Dr. J. Werder.)

Bechhold') hat kiirzlich wieder darauf hingewiesen, dass die Nah-
rungsmittel fast ausschliesslich aus kolloidalen Systemen bestehen, und
dass ihre Zubereitung vorwiegend angewandte Kolloidchemie sei. Aus-
ser Wasser, den anorganischen Salzen und einigen wenigen organischen
kristalloiden Stoffen, wie zum Beispiel Zucker und Harnstoff, kommen
im pflanzlichen wie auch im tierischen Organismus ja tatsichlich nur
Kolloide vor. Wenn wir vom Wasser absehen, so iiberragen diese an
Menge ganz ausserordentlich die Kristalloide.

Dies ist ganz besonders beim Ei der Fall, welches bekanntlich aus
folgenden Hauptteilen besteht:

SeBalerrss 7 o v . W e oo 109
Baklapi e, el et o F ea B0A0G
Bidotter: v 24 . . ca. 3000

Wihrend im Eidotter die #therléslichen Bestandteile vorherrschen,
iberwiegen im Kiklar die Eiweisskorper, wie aus folgender Zusammen-
setzung des Kiklars hervorgeht:

Wasser el pidhin Ty n o e 8790
Biweiss: nvapoh wasivs Joe oo 129
Stickstoffreie Extraktstoffe . ca. 0,700
Aetherlosliche Bestandteile . eca. 0,300

1) Kolloide in Biologie und Medizin, S. 190, Dresden u. Leipzig (1929).
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Vom Eiweiss entfallen etwa 10 96 auf das Albumin, welches zu den
bisher am eingehendsten studierten Proteinen gehort. Daneben enthilt
das Eiklar noch etwa 1,39 Ovomukoid und 0,790 Globulin.

Durch Dialyse, Ultrafiltration oder Elektrodialyse bezw. Elektro-
ultrafiltration lasst sich nach Bechhold (S. 167) Eieralbumin gewinnen,
welches nur noch rund 0,290 oder weniger Asche (namentlich Kalzium-
phosphat) enthélt. In lebenden Organismen kommt aber Albumin stets
mit Elektrolyten zusammen vor, welche seine Eigenschaften verdndern.
So ldsst sich ein weitgehender Parallelismus zwischen dem Kinfluss
der Neutralsalze auf Viskositdt und Hitzegerinnung feststellen. Lisst
man nicht-neutrale oder hydrolytisch stark dissozierte Salze auf am-
photeres Eiweiss einwirken, so bildet sich Siure- oder Alkalieiweiss,
welche beide sehr #hnliche Verinderungen zeigen. Wéhrend namlich neu-
trales Eiweiss geringere Viskositit besitzt, leichter koaguliert und ge-
ringeres optisches Drehungsvermogen zeigt, hat ionisiertes Fiweiss hohe
innere Reibung, koaguliert schwer und bewirkt starke optische Drehung.
Neutralsalze setzen die Ionisation herab und bei ganz hohen Salzkon-
zentrationen wird das Albumin bekanntlich ausgetlockt. Noch weit ver-
wickelter scheinen die Verhéltnisse im Eiklar zu liegen, das auch noch
die Gase der Luft gelost enthilt. Die Kohlensdure soll z. B. in einem
Eiweissol ebenso loslich sein wie in Wasser. Nach Lescardé?) hat man
in 100 em? Eiklar 66,8 em® Kohlensiure, 2,3 cm? Sauerstoff und 3,8 em?
Stickstoff gefunden.

Trotzdem also im Eiklar die Verhiltnisse weit komplizierter sind
als in Solen von elektrolytfreiem Albumin, haben wir versucht, die an
letzteren beobachteten Alterserscheinungen auch an dem komplizierten
System des Eiklars direkt zu verfolgen.

Die Sole werden nach Wiegner?) bekanntlich unterschieden in:

1. Elektrokratische Systeme, welche ihre Bestindigkeit einer elek-
trischen Ladung der dispersen Phase verdanken (Freundlich);

2. Solvatokratische Systeme, deren Bestindigkeit durch Hydrata-
tion oder Solvatation der Teilchen, wodurch sie von Hiillen des
Losungsmittels umgeben sind, bedingt wird (Wo. Ostwald).

Im allgemeinen werden die solvatokratischen Systeme wohl den
kolloidalen Systemen mit molekularer Struktur, die elektrokratischen
denjenigen mit mizellarer Struktur entsprechen.

Die nicht denaturierten Eiweisstoffe gehéren nun meistens den
solvatokratischen Systemen an. In lebenden Organismen soll das Altern
nach Vlad. Ruzicka?) nicht, wie friiher angenommen, durch Anhdufung

2) L'euf de poule, sa conservation par le fr01d 8. 9, Paris (1908).
3) Ztschr, Pflanzenerniihrung, Diingung und Bodenkuntle Teil A, 11, 188 (1928).
4) Pfliigers Arch. ges. Physiol., 194, 135 (1922).
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unléslicher Stoffwechselprodukte (Schlackenprodukte nach Minot) be-
dingt sein, sondern vielmehr durch eine Verschiebung der solvatokrati-
schen Systeme gegen den isolektrischen Punkt, womit eine Abnahme
der Dispersitit verbunden ist. Mit letzterer deckt. sich wohl die Aus-
flockung nach A. Lumiéreta). Nach Bechhold4b) ist die allgemeinste
Erscheinung des Alterns solvatokratischer Systeme eine Dehydratation,
welche sich bei Gelen durch Entquellung (Abnahme des Wassergehaltes
mit dem Alter von Organismen), sowie durch Abnahme der Permeabilitit
und der Elastizitdt bemerkbar macht, wahrend sie bei Solen die er-
wahnte Abnahme der Dispersitdt und ferner diejenige der Viskositdt und
der Schutzwirkung erklirt. Nach The Svedbergtc) hat man aus Ront-
gendiagrammen auch den Schluss gezogen, dass das Altern gewisser
Kolloide in einer progressiven Kristallisation bestehen konne. Bechhold
weist noch darauf hin, dass man bei solvatokratischen Systemen, im
Gegensatz zu den elektrokratischen, bisweilen auch eine Peptisation
(Verkleinerung) der dispersen Phase beobachtet hat.

Nach Grossfeld®) treten nun aber im KEi neben diesen Alterser-
scheinungen auch noch andere Verdnderungen ein, wie Entwicklung des
Embryos, sowie Zersetzungen und Faulnis. Wir miissen also zwischen
Altern und Verderben der Eier unterscheiden, worauf schon Lescardé
(S. 15) hingewiesen hat. Sehr oft beobachtet man aber ganz alte Eier,
die gar keine Verderbungserscheinungen aufweisen, sondern einfach ein-
getrocknet sind. Waren sie in Fliissigkeiten autbewahrt, so zeigen sie
auch keinen Wasserverlust, und wenn es sich gar um unbefruchtete Eier
handelt, so ist auch keine Entwicklung des Embryo zu beobachten.

Das blosse Altern eines solvatokratischen Systemes kann nach
Vlad. Ruzicka?) gemessen werden durch Bestimmung:

1. der Loslichkeit,

. der Wasserstoffionenkonzentration,

. der Viskositit,

. des osmotischen Druckes,

.der Ladung durch Elektroendosmose oder Kataphorese,
. der Ausflockungsfahigkeit.

Was nun die Loslichkeit anbetrifft, so hat Vlad. Ruzicka festges
stellt, dass é&ltere Stadien der Entwicklung des Frosches mit Trypsin
lingere Zeit bendtigten als die jlingeren. Andererseits wuchs aber mit
dem Fortlaufe der Entwicklung stetig auch die Menge des in Trypsin
bereits unléslichen Anteils. Diese Methode hat mit sehr grossen Schwie-

U = W IO

[@p)

4) La vie, la maladie et la mort: Phénoménes colloidaux. Masson & Cie., Paris (1928).
4h) Kolloide in Biologie und Medizin, S. 78 u. 240, Dresden u. Leipzig (1929).

4) Colloid Chemistry, New York (1928).

5) Deutsche Nahrungsmittelrsch., S. 9 u. 18 (1929).
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rigkeiten zu kampfen, denn vergleichbare Resultate erlangt man nur,
wenn man auf verschiedene Entwicklungsstadien desselben Objektes das-
selbe Dispersionsmittel in derselben Konzentration einwirken lassen kann.
Ausserdem ist dieses Verfahren nur fiir feste Eiweisstoffe geeignet, wes-
halb es fiir unsere Zwecke nicht verwendbar schien.

Da im isoelektrischen Punkt die Ladung der dispersen Phase ihr
Minimum erreicht, kénnte man bei der Elektroendosmose oder Katapho-
rese nach Massgabe der zu den Elektroden des Ueberfiihrungsapparates
hiniibergewanderten, mit Hilfe der Methode von Kjeldahl zu bestimmen-
den Eiweissmenge auf die Entfernung vom isoelektrischen Punkte schlies-
sen. Ein solcher Apparat stand uns aber nicht zur Verfiigung, auch ist
diese Methode durch die einfachere Bestimmung der Wasserstoffionen-
konzentration ersetzbar, wenn man den isoelektrischen Punkt bereits
kennt.

Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration.

Der isoelektrische Punkt einer Ampholytlosung entspricht bekannt-
lich einer gewissen Wasserstoffionenkonzentration. Er wurde von Soe-
rensen fiir kristallisiertes Eieralbumin bei py = 4,8 gefunden. Nach Vlad.
Ruzicka wire also in einem Sol von elektrolytfreiem Albumin mit dem
Altern eine Anndherung an diese Wasserstoffionenkonzentration zu er-
warten. Im Eiklar verhielt es sich aber gerade umgekehrt. Schon Healy
und Peter®) sowie Sharp and Powell?) hatten dieses Ansteigen des py
mit dem Altern des Eiklars beobachtet und auf den Verlust an Kohlen-
saure zuriickgefiihrt.

Ich8) verfolgte hierauf dieses Alkalischwerden des Eiklars mit der
nach Michaelis?) schon frither von mir 19) zusammengestellten vereinfach-
ten Farbenskala. Aus den erzielten Resultaten konnte ich schliessen,
dass, wenn man als Altersgrenze fiir ein «frisches» Ei acht Tage an-
nimmt, diese Altersgrenze mit der Phenolphtaleinreihe nach Michaelis
bestimmt werden kann. Wenn man nicht bereits die ganze Phenolphta-
leinreihe besitzt, die iibrigens wegen ihrer geringen Haltbarkeit jedesmal
neu hergestellt werden sollte, so diirfte es geniigen, sich jeweilen nur
die beiden Konzentrationen pH = 9,2 und 9,6 vor Gebrauch frisch her-
zustellen.

Zur Ausfithrung der Methode werden folgende Reagenzien bendtigt:

r7

A. Indikatorstammlosung bestehend aus 0,1 g Phenolphtalein in 75
cm? Alkohol - 175 cem? destilliertem Wasser (zuerst in Alko-
hol lésen und dann Wasser zufiigen);

6 Amer. J. Physiol,, 74, 363 (1925).

7y Proc. World’s Poultry Congress, Otawa, Canada, S.399 (1927)u. Science, 69, 278 (1929).
8) Mittl. Lebensm. Hyg., 20, 203 (1929).

%) Ztschr. f. Immunititsforsch., 82, 194 (1921).

10) Mittl. Lebensm, Hyg., 13, 295 (1922).
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B. Alkalilosung erhalten durch Verdiinnen mit destilliertem Wasser
von 4—5 cm? n-Natronlauge auf 100 cm?;

C. Indikatorverdiinnung erhalten durch Versetzen von 1 cm?® Indika-
torstammlosung «A» mit 9 cm? Alkalilosung «B»;

D. Indikatorrghrchen erhalten durch Abfiillen in Reagensgliser glei-
cher Weite von:

1. 4,5 cm?® Indikatorverdiinnung «C» = png 9,6,

2. 2,1 em?3 Indikatorverdiinnung «C» = pyg 9,2
und Auffiillen auf 7 ecm? mit der Alkaliosung B.

Zur Messung wird in einem Reagensglas von gleicher Weite wie die
Indikatorréhrchen 1 em? Eiklar mit 1 em?® Indikatorstammlosung «A»
und 5 cm? isotonischer Kochsalzlosung (0,859%) versetzt und gut durch-
gemischt. Dann vergleicht man den Farbton mit demjenigen der beiden
Indikatorréhrchen. Wenn sich die Férbung mehr derjenigen von py =
9,6 ndhert als derjenigen von 9,2, so scheint nach den vorliegenden Un-
tersuchungen bei einem an der freien Luft aufbewahrten Ei auf ein Alter
von wenigstens acht Tagen geschlossen werden zu diirfen.

Nach dieser Methode bestimmte nun Gaggermeier!!) bei Frisch-
eiern wihrend zehn Tagen téglich den pp-Wert des Eiklars von je 25
Eiern und konnte meine Angaben bestitigen. Eier, deren Eiweiss mit
Phenolphtalein als Indikator keinen hoheren Wert als 9,2 zeigt, glaubt
Gaggermeier als im allgemeinen nicht {iber drei Tage alt bezeichnen zu
diirfen. Neben unseren zahlreichen Versuchen an von uns aufbewahrten
Eiern hatten wir auch Gelegenheit, die Methode an einem Fall der Pra-
xis auszuprobieren. Wir fanden nimlich bei einigen in einem Laden ge-
kauften und als frische Trinkeier angeschriebenen Eiern pg-Werte von
9,4 und 9,56. Der Hindler gab dann nachtriglich zu, dass sich diese Hier
«erst» seit etwa zehn Tagen in seinem Besitze befinden und dass er nicht
wisse, wie alt sie vorher schon waren.

Werden die Eier aber nicht an der freien Luft aufbewahrt, sondern
in konservierenden und die Luft abschliessenden Fliissigkeiten, wie Was-
serglaslosungen und Kalkwasser, so wird der Kohlensdureverlust und
infolgedessen auch das Alkalischwerden des Eiklars verhindert. Das
oleiche ist auch in einer Kohlensiureatmosphire der IFall, wie bereits
Sharp und Powell gezeigt haben.

Ich1?) konnte nun aber auch bei gewissen belgischen Importeiern
des Handels einen ebenso niedrigen Wasserstoffionenexponenten wie hei
ganz frischen Eiern feststellen. Wir konnten nicht in Erfahrung bringen,
ob diese Eier vor ihrem Versand einer Behandlung unterzogen werden,
die das Entweichen der Kohlensiure verhindert. Auch haben wir keine

1) Arb. Reichsgesundheitsamt, 63, 439 (1931).
12) Mittl. Lebensm. Hyg., 20, 312 (1929).



Anhaltspunkte dafiir, dass es sich um Kiihlhauseier handeln konnte, da
uns nur ein Kiihlschrank mit einer Temperatur von 8¢ C. zur Verfligung
stand. Bei diesem Kéltegrad war aber nur eine geringe Verzogerung des
Alkalischwerdens zu beobachten. Immerhin konnten wir bei halbjihrigen
steyrischen Kiihlhauseiern nur einen pg von 9,2 feststellen.

Wenn also das Eiklar einen py unter 9,4 hat, so kann daraus nicht
mit Sicherheit geschlossen werden, dass das zugehorige Ei frisch sei.
Dagegen kann man bei einem pH von 9,4 oder mehr annehmen, dass das
Ei ein Alter von wenigstens acht Tagen habe.

Bestimmung der Viskositat.

Die Verschiebung gegen den isoelektrischen Punkt macht sich in
den solvatokratischen Systemen von Vlad. Ruzicka durch eine Ab-
nahme der Viskositdt bemerkbar, welche im isoelektrischen Punkt ein
Minimum aufweist. Auch beim Eiklar hat Cortese!®) je nach der Tem-
peratur ein schnelleres oder langsameres Abnehmen der Vigkositdt fest-
gestellt. Er zeigt, dass bei Anwesenheit eiweissabbauender Bakterien
diese Verfliissigung besonders beschleunigt werden kann, Im Eiklar kann
die Verdnderung aber auch noch durch den Eiweissabbau bedingt sein,
welcher unter dem Einfluss des soeben besprochenen Alkalischwerdens
eintritt. Diese Proteolyse gibt auch bei keimfrei gebliebenen alten Eiern
Anlass sowohl zum Flissigwerden des Eiklars als auch des Eigelbs; aus-
serdem findet ein Erweichen der Eigelbmembrane statt, wodurch sich
das Ineinanderfliessen von Eigelb und Eiklar bei ganz alten Eiern er-
klart. Schon John und Green!*) sind aber zu dem Schluss gekommen,
dass der Unterschied zwischen normalem und wisserigem Eiweiss nicht
identisch ist mit demjenigen zwischen frischem und gelagertem KEi.

Immerhin hat es den Anschein, dass man schon bei ziemlich frischen
Eiern eine Abnahme der Viskositit wahrnehmen konne. Wenn man ném-
lich mit den handelsiiblichen 1 cm?-Messpipetten das Eiklar aufsaugt,
so beobachtet man meistens, dass bei frischen und achttigigen Eiern
das Eiklar nicht ohne zu blasen aus der Pipette herauszubringen ist, wih-
rend bei vierzehntigigen Eiern das Eiklar leicht und ohne Nachhilfe
ausliduft. Es gibt aber zahlreiche Ausnahmen, indem z. B. vierzehntigiges
Eiklar .ebenso viskds sein kann wie frisches. Erst in ganz alten Eiern
war das Eiweiss durchwegs diinnfliissig. In vielen Fillen schien es,
dass ein Maximum der Viskositdt erst nach acht Tagen erreicht werde,
wenn ein solcher Schluss i{iberhaupt aus der oberflichlichen Betrachtung
beim Abpipettieren gezogen werden darf.

13) Giorn. Chim. Ind. Appl., 10, 148 (1928) u. Ann. Chim. App. Roma, 19, 260 (1929
1) Washington Agric. Expt. Sta. Ann. Rep., 1927—1927.



Zur vergleichenden Messung der Viskositit des unverdiinnten Eiklars
machten wir nun einen Versuch mit einer graduierten 1 cm3-Messpipette
von gleichmissigem Durchmesser, indem wir je 1 em3 Eiklar immer aus
gleicher Hohe ausfliessen liessen. Die trockene Pipette wurde bei jedem
neuen Kiklar zuerst durch mehrmaliges Aufsaugen und Auslaufenlassen
des zu priifenden Eiklars gespiilt, ehe man mit den Messungen begann.
Die infolge von Klumpen unregelmissig ausfliessenden Proben wurden
nicht berticksichtigt. Die anderen Messungen gaben folgende Auslaufzei-
ten in Sekunden:

Alter der Eier Messung Nummer: A
in Tagen 1 2 3 4 b 6 7 8 9 10
0 5>—10 Sekunden
2 8 20 o 24 5} 5 15 6 8 7
8 10 D D o D 7 8 6 7 6
8 12 17 D 8 7 9 6 9 D o
14 D 6 6 6 10 6 6 6 ) 6
14 6 8 B =10 1 4 6 10 8 10
21 D D 4 4 1 1 6 5) bt 6
21 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3
48 6 7 7 9 8 4 1 4 6 7
48 D 6 1 6 bt 5 bt 4 5 5

Bei diesem Messverfahren liessen sich also keine Gesetzmissigkei-
ten erkennen.

Wir hatten auch geglaubt, beim Filtrieren einer Eiklarlosung, die
mit isotonischer Kochsalzlosung hergestellt worden war, mit vierzehn-
tagigen Eiern eine Zunahme der Durchlaufsgeschwindigkeit gegeniiber
frischen und achttigigen Eiern beobachtet zu haben. Aber auch hier
wurden wieder zahlreiche Ausnahmen festgestellt. Nur bei ganz alten
Eiern, die z. B. wihrend einem halben Jahr in Kalkwasser aufbewahrt
worden waren, machte sich eine eindeutige Zunahme der Filtriergeschwin-
digkeit bemerkbar.

Wir versuchten nun noch mit einem Ostwaldschen Viskosimeter ge-
nauere Messungen vorzunehmen. Der fiir 5 cm? Fliissigkeit bestimmte
Apparat zeigte mit destilliertem Wasser von 240 C. eine Auslaufgeschwin-
digkeit von einer Minute. Sowohl mit unverdiinntem Eiklar als auch mit
Verdiinnungen 1:5 und 1:10 waren aber die Messungen mit diesem In-
strument wegen Verstopfung der Kapillare durch Eiweissflocken nicht
moglich. Wenn die Verdiinnungen 1:5 und 1:10 aber durch gleich grosse
Faltenfilter von Schleicher und Sechiill (Nr. 588) filtriert wurden, so
konnten mit Eiern verschiedenen Alters keine Unterschiede mehr in
der Durchlaufszeit (63 Sekunden) beobachtet werden. Es wurde deshalb
noch versucht, die Eiweissflocken durch Schleudern der Verdiinnung



e
1:10 wahrend 5 Minuten bei 2000 Umdrehungen zu entfernen. Mit den so
geklarten Losungen wurden in wiederholten Versuchen immer wieder
folgende Auslaufzeiten gemessen:

Frisches Bi . . . . . 65 Sekunden
Vierzehntégiges Fi . . . 64 »
Kalkei, l/2-jahrig. . . . 63 »
Wasserglasei, 1/2-jahrig . 63 »

Diese Unterschiede sind aber zu gering, um in der Praxis selbst
ein vierzehntdgiges KEi einwandfrei nachweisen zu konnen.

Bestimmung des osmotischen Druckes.

Auch der osmotische Druck eines solvatokratischen Systemes nimmt
nach Vlad. Ruzicka beim Altern ab und weist im isoelektrischen Punkt
ein Minimum auf.

Der Gefrierpunkt, ein Mass fiir die osmotische Konzentration kristal-
loider Losungen, wurde schon von verschiedenen Autoren sowohl fiir
das Eiklar als auch fiir das Eigelb bestimmt. So wurden z. B. bei frischen
Eiern folgende Durchschnittswerte der Gefrierpunkterniedrigung gefunden:

Bialaszewiez !5)  Rice u. Young !9) Straub 17)
KEigelb 0,564 0,587 ca. 0,60
Kiklar 0,458 0,437 ca. 0,45

Dieser {iiberraschende Befund eines so grossen Unterschiedes in
osmotischer Konzentration zwischen Fliissigkeiten, die nur durch eine
so zarte Wand getrennt sind, wie es die Dotterhaut ist, scheint nach
Straub eine Lebenserscheinung zu sein. Diese Auffassung, dass die fiir
die Erhaltung des stationdren Zustandes notwendige Energielieferung
eine Lebenserscheinung sei, wurde gepriift durch die vergleichende Unter-
suchung lebender und toter Eier. Dieselbe fiihrte tatsichlich zu dem
Ergebnis, dass mit dem Leben auch dieser osmotische Gegensatz ver-
schwindet. Bei Eiern, welche die Durchleuchtungsprobe nicht mehr be-
standen, war das osmotische Verhalten allerdings unregelméssig. Da-
gegen war der Gefrierspunktunterschied bei Kalkeiern und bei Gefrier-
hauseiern (auf —100 abgekiihlt) grosstenteils verschwunden. Auch bei
Zusatz von Giften (Morphin, Kokain, Zyankalium) hatte er ebenfalls etwas
abgenommen. Allerdings bleibt sowohl in den verdorbenen Eiern als
auch in den Kalkeiern und in den gefrorenen Eiern ein Gefrierpunkts-
unterschied von 0,03—0,05 zwischen Eigelb und Eiklar bestehen. Straub
nimmt an, dass auch in diesen Eiern noch ein letzter Lebensrest die

15) Arch. Entwicklungsmech. Org,, 34, 489 (1912).
16) Poultry Sei., 7, 116 (1928).
17) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas, 48, 49 (1929).
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geringe Menge der fiir diesen stationdren Zustand notwendigen Energie
liefert. Gibt man némlich eine Eidottermasse in eine Pergamenthiille
(Schleicher und Schiill) und stellt diese in das zugehorige Eiklar, so
stellt sich ein Zustand ein bei dem die Gefrierpunkte innen und aussen
sich um rund 0,019 unterscheiden. Die Erkennung des Gegensatzes als
Lebenserscheinung darf nun aber nach Straub nicht fiir seine Erklarung
gehalten werden.

Da schon Bialaszewiez beobachtet hat, dass der Unterschied zwischen
dem osmotischen Druck des Eigelbs und des Eiklars mit dem Altern ab-
nimmt, so hitte man hier eine Methode zur Bestimmung des Eialters
vermuten konnen. Nun hat aber Straub gezeigt, dass sich das System
Eigelb-Eiklar bei unverdorbenen Eiern wochenlang ohne merkliche Aen-
derung in seinem Zustand erhalten kann. Wir suchten dies auch noch
durch die Methode der Messung des osmotischen Druckes von kolloidalen
Losungen, die Steighthenmethode, zu bestitigen. Fir Eigelb hatten wir
keine geeignete Dialysierfliissigkeit gefunden, die ein teilweises Aus-
fallen verhindert hatte.

Zur Bestimmung des osmotischen Druckes des Eiklars verwandte
ich das von Zakowski (18) beschriebene Osmometer nach Donnan mit
Ultrafeinfiltermebranen, in welchem das Verhéltnis zwischen dem Volumen
der zu untersuchenden Fliissigkeit und der Dialysieroberfliche besonders
giinstig gestaltet ist. Auch haben die flachen Membranen den Vorteil,
dass sie ohne zu zerreissen leicht montiert und fertig bezogen werden
konnen. Auf die Eiweissdichtigkeit werden sie mit Kongorot gepriift.
Die in Formalinlosung autbewahrten Membranen wurden vor der Ver-
wendung zuerst mit"Wasser gespiilt und dann noch einige Zeit in 0,850/-
ige Kochsalzlosung, welche als Dialysierfliissigkeit verwendet wurde,
eingelegt. Mit dieser Losung wurden auch die Gummiringe vor der Ver-
wendung befeuchtet, um einen guten Abschluss zu erhalten. Da unver-
diinntes Eiklar sehr schwer blasenfrei in das Osmometer einzufiillen
war, stellte ich mit 0,850/-iger Kochsalzlésung eine Verdiinnung 1:10
her, welche einer ungefihr 10o-igen Albuminlésung entsprach. Als Aussen-
flissigkeit wurde die gleiche Kochsalzlosung ohne Eiweiss verwendet.
Obschon reines Ovalbumin auch in destilliertem Wasser loslich gewesen
wire, ergab letzteres mit Eiklar keine klare Losung, da die Globuline
ausgefillt wurden.

Da ich nur relative Werte bendtigte, habe ich nur die jeweils defini-
tif erreichte Steighohe, gemessen vom freien Fliissigkeitsspiegel der
Aussenfliissigkeit, unter jeweils gleichen Bedingungen abgelesen. Die
Ablesungen konnten immer nach 24 Stunden vorgenommen werden, da
sich nach dieser Zeit ein auch nach 48 Stunden noch konstantes Gleich-

18) Chem. Fabrik, 2, 427 (1929).




gewicht eingestellt hatte. Es wurden so mit an der freien Luft aufbe-
wahrten Eiern folgende Steighohen in mm beobachtet:

1. Osmometer 2. Osmometer
Alter der Eier ~ Versuch Nummer: Versuch Nummer:
in Wochen 1 2 3 N 1 2§ 4
0 69 70 84 70 67 71 67 77
1 62 63 82 85 — 71 it 76
2 71 77 82 80 72 79 82 77
3 77 76 — — 71 e — —
6 90 74 — — 88 115 — —

Die Messungen mit dem Osmometer lassen also auch keine gesetz-
méssige Verdnderung feststellen, welche in der Praxis das Krkennen
eines vierzehntigigen Eies gestattet hitte.

Auch die Bestimmung der Trockensubstanz des Eiklars ergab keine

deutlicheren Unterschiede:
Alter der Eier

in Wohen 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 4. Versuch
0 13,7 13,3 12,4 12,0
1 13,15 13 2 13,3 12,3
2 14,3 13,9 14,5 186
3 13,0 13,0 et =
6 16,8 16,0 — =

Bestimmung der Ausflockungsfahigkeit.

Mit der bei der Verschiebung gegen den isoelektrischen Punkt statt-
findenden Abnahme der Dispersitit konnte Vlad. Ruzicka eme ent-
sprechende Zunahme der Ausflockungsfihigkeit feststellen, welche im
isoelektrischen Punkt am gréssten ist. Um dies nachzuweisen, zerkleinerte
er die zu untersuchenden Objekte (Organismen, Gewebe) in einer Tumoren-
miihle oder durch Zerreiben mit Seesand. Der gewonnene Saft wurde dann
je nach Notwendigkeit verdiinnt, filtriert und zu dem Filtrat 969o-iger
Alkohol aus einer Burette tropfenweise zugesetzt. So verbrauchte er mit
Kaulquappensubstanz 2,66 cm3 Alkohol, um einen ebenso starken Triib-
ungsring an der Oberfliche der Fliissigkeit zu erzielen, wie mit 0,9 cm?
Alkohol bei der Substanz der ausgewachsenen Frosche. Frische Pflanzen
wurden wie tierische Objekte behandelt und dann nach Verdiinnen von
0,2 em? des Filtrates mit 1 em?® destilliertem Wasser 0,5 em3 Alkohol
zugesetzt., Bei alten Spinatpflanzen stellte sich die Ausflockung nach
1 Stunde ein, wéhrend das Filtrat von jungen vollstindig klar blieb.
Menschliches Serum wurde einfach verdiinnt, indem man 0,2 cm? Serum
zu 1 em? destilliertem Wasser gab und dann mit 0,2 c¢m?® Alkohol ver-
setzte. Die Verdiinnung des Serums mit Wasser ist aber keine Notwendig-
keit. Serum einer 6 Jahre alten Kuh ergab bei Zusatz eines Tropfen
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Alkohols den gleichen Niederschlag, wie dasjenige eines 6 Wochen alten
Kalbes bei Zusatz von 10 Tropfen.

Ich habe nun versucht, auch fiir Eiklar eine solche Zunahme der
Ausflockungsfihigkeit mit dem Altern nachzuweisen. Ich versetzte zuerst
1 em? Eiklar, das ich mit steriler Pipette direkt aus dem' Ei entnommern
~ hatte, mit 9 cm?® destilliertem Wasser und schiittelte das Gemisch durch.
Dann filtrierte ich immer durch gleich grosse Faltenfilter Nummer 588
von Schleicher und Schiill. Hierauf wurden je 0,5 em? Filtrat in Jenaer-
Reagensgliasern mit je 0,2 em? 96946-igem Alkohol versetzt. So erzielte ich:

1. frisches Ei: Opaleszierende Tritbung, nach etwa 4 Std. Ausflockung

2 » » » » » » 4 » »

i » > » » » . 4 “lreiner ¥

1. 8-tigiges Ei: Schwache Opaleszenz, nach etwa 4 Std. keine Ausflock.
o » » ¢ > » » » 4 » » »

.-
i
B

» » » » » » 4 » » »

Die Reaktion war auch nach 24 Stunden unverindert. Mit geringeren
Mengen Alkohol wurden keine Triibungen mit frischen Eiern erhalten,
wihrend grossere Alkoholmengen die bei einem Alkoholzusatz von 0,2
cm’ erhaltenen Triibungen nicht wesentlich verstirkten. Dass die ver-
schieden starken Triibungen nicht etwa auf verschieden grosse durch
das Filter gegangenen Eiweissmengen bedingt waren, konnte ich dadurch
zeigen, dass bei Erhitzen von 1 cm? des Filtrates, Versetzen mit 1
Tropfen konzentrierter Salpetersidure, Verdiinnen mit 1 e¢m? destilliertem
Wasser und Zentrifugieren in Mellimetern in allen Fillen gleich.grosse
Sedimentmengen erhalten wurden (etwa 1 cm?).

Ich versuchte nun, die Triibung quantitativ zu messen, indem ich
die zehnfachen Mengen (5 cm?® Eiweissfiltrat |- 2 em? 9690-iger Alkohol)
ebenfalls in Mellimetern ansetzte und sofort wihrend finf Minuten bei
2000 Umdrehungen ausschleuderte. Es wurden so folgende Niederschlags-
mengen erhalten:

L. frisches Ei: 2 mm3 | (ohne dass die iiberstehende Fliissigkeit klar
2. » > : 3 mm3 | geworden wiire).

;- 8-tag:ges E»h } undeutlicher Bodensatz von weniger als 1 mm3.

Da wir beim quantitativen Vorversuch nach einigen Stunden eine
Ausflockung beobachtet hatten, haben wir auch den quantitativen Ver-
such nochmals angesetzt und diesmal erst nach 12 Stunden durchge-
mischt und zentrifugiert:

1. frisches Ei: starke Flockenbildung, Zentrifugat von ca. 50 mm3
2. » » : starke Triibung, » . AR TR EEE
1. 8-tiigiges Ei: opaleszierende Triibung, Zentrifugat von ca. 1,5 mm3

2 » » » » » » » 1,5 >



Der gleiche Versuch wurde mit vierzehntigigen Eiern wiederholt
und wieder nach 12 Stunden beobachtet und zentrifugiert:

1. frisches EKi: deutliche Triibung, Zentrifugat von ca. 15 mm3

2. » » : starke Flockenbildung, Zentrifugat von iiber 50 mm3

3. » » ¢ deutliche Triibung, Zentrifugat von 14 mm3

1. 14-tégiges Ei: deutliche Tritbung, unzusammenhiingendes Zentrifugat
2. » » ¢ deutliche Opaleszenz, unzusammenhiing. Zentrifugat

3. » » : fast keine Opaleszenz, kein Zentrifugat.

Bei einer Eiklarverdiinnung von 1:100 konnten auch mit der vier-
fachen Alkoholmenge keine deutlichen Unterschiede erhalten werden.

Wiahrend also in den angefiihrten Beispielen, entgegen der Theorie,
aber in Uebereinstimmung mit der Entfernung vom isoelektrischen Punkt,
mit frischen Eiern ein stirkeres Sediment erhalten wurde als mit acht-
und vierzehntigigen Eiern, kamen auch Fille vor, wo mit frischen Eiern
keine abzentrifugierbaren Niederschlige erhalten wurden. In diesen Féllen
zeichneten sich aber die frischen Eier wenigstens durch eine deutlich
stirkere Triibung aus als die acht- und vierzehntigigen. Wir fanden nur
eine einzige Ausnahme. Bei der Untersuchung wurde stets gleichzeitig
ein frisches Ei (1—2-tdgig) von bekannter Herkunft untersucht.

Bei der Untersuchung von Kalkeiern auf Ausflockungstihigkeit des
Eiklars erhielten wir nun aber eine aussergewdhnlich starke Ausfillung.
Dass dabei das Kalzium eine Rolle spielt, geht daraus hervor, dass beim
Versetzen frischen Eiklars mit steigenden Mengen von Kalziumehlorid
ein Ansteigen des Niederschlages bei gleichbleibender Alkoholzentration
beobachtet wird. Starke Ausflockungsfihigkeit des Kiklars mit Alkohol
lisst also nur dann auf das Vorliegen eines frischen Eies schliessen,
wenn ein Kalkei ausgeschlossen ist.

Zusammenfassung.

Es wurde versucht, die an elektrolytfreien Albuminsolen beobachteten
Alterserscheinungen auch an dem komplizierten System des KEiklars
direkt zu verfolgen. Bei einem solvatokratischen System beruht das
Altern auf einer Verschiebung gegen den isoelektrischen Punkt, ver-
bunden mit Abnahme der Dispersitit und der Hydratation (Vlad. Ru-
zicka). Wenn wir Verderbungserscheinungen, Entwicklung des Embryos
und Wasserverlust ausschalten, so kann das blosse Altern solvatokrati-
scher Sole gemessen werden durch Bestimmung der Wasserstoffionen-
konzentration, der Viskositit, des osmotischen Druckes und der Aus-
flockungsfihigkeit. Bei Eiklar zeigt nun aber die Wasserstoffionenkonzen-
tration keine Anniherung an den isoelektrischen Punkt von kristallisier-
tem Albumin an,.sondern vielmehr eine Verschiebung nach der alkali-
schen Seite, was durch Kohlensiureverlust beim Altern des Eies erklért
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werden kann (Healy und Peter). Wenn das Eiklar einen pg unter 9,4 hat,
so kann daraus nicht mit Sicherheit geschlossen werden, dass das
zugehorige Ei frisch sei. Dagegen kann man bei einem pH von 9,4 oder
mehr annehmen, dass das Ei ein Alter von wenigstens acht Tagen habe.
Auch die Viskositdt und der osmotische Druck, welche im isoelektri-
schen Punkt ein Minimum aufweisen, sollten mit dem Altern abnehmen.
Die Abnahme der Viskositit war aber zu gering, um in der Praxis
ein acht- oder ein vierzehntigiges Ei einwandfrei nachweisen zu konnen.
Auch der osmotische Druck verénderte sich kaum und liess iiberhaupt
keine Gesetzmissigkeiten erkennen. Die Ausflockungsfihigkeit sollte im
isoelektrischen Punkt am grossten sein. Mit Eiklar wurde im allgemeinen
entgegen der Theorie, aber in Uebereinstimmung mit der Entfernung vom
isoelektrischen Punkt, eine stidrkere Ausféllung bei frischen Eiern erzielt
als bei acht- und vierzehntigigen. Starke Austlockungsfihigkeit mit
Alkohol lidsst aber nur dann auf das Vorliegen eines frischen Eies
schliessen, wenn Kalkeier ausgeschlossen sind. Viskositdt und osmo-
tischer Druck zeigten also keine deutlichen Verénderungen wéahrend
vierzehn Tagen, wihrend sowohl die Wasserstoffionenkonzentration als
auch die Austillbarkeit von Eiklar auf ein Entfernen vom isoelektrischen
Punkt des kristallisierten Albumins infolge Kohlensiureverlustes hin-
weisen,

Nachweis der Nolubilisierung und Bestimmung des Nolubilisierungs-

orades von Kakao.

Von Dr. Th. von FELLENBERG.
(Aus dem Laboratorium des Eidg. Gesundheitsamtes, Vorstand: Prof. Dr. J. Werder.)

Nach der eidgenossischen Lebensmittelverordnung dart nur ein Kakao-
pulver als lioslicher Kakao bezeichnet werden, welches durch Behand-
handlung mit kohlensauren Alkalien oder mit Dampf aufgeschlossen ist.
Loslicher Kakao darf hiochstens 306 zugesetztes kohlensaures Alkali
enthalten,

Im Ausland sind noch andere Verfahren gebriuchlich. Nach den Leit-
sitzen zur Beurteilung von Kakao und Kakaoerzeugnissen, die Hdrtel?l)
an der 23. Hauptversammlung deutscher Nahrungsmittelchemiker vor-
getragen hat, ist aufgeschlossene Kakaomasse eine mit Alkalien, Carbo-
naten von Alkalien bezw. alkalischen Erden, Ammoniak oder deren Salzen
bezw. mit Dampfdruck behandelte Kakaomasse. Der Zusatz von Alkalien
oder alkalischen Erden darf 30o des Rohmaterials nicht {iberschreiten.
Der Aschengehalt mit Alkalien oder alkalischen Erden aufgeschlossenen

1) 7. U. L., 52, 94, 1926.
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