VI. Uber den Nachweis des Rizins in einem Futtermittel,
welches an sich ein Agglutinin enthiilt.

Weitaus am hiufigsten kommt Rizinus als Ver
unreinigung im Erdnussmehl vor. Gerade deshalb muss
ich auf diesen mir wiederholt zur Untersuchung auf Rizinus
zugeschickten Kraftfutterstoff ausfiihrlicher eingehen. Um ver-
stdndlich zu werden, muss ich weiter ausholen.

1. Uber Phasine im allgemeinen.

Mit dem Ausdruck Phasine habe ich dureh O. WienmAUS!)
samtliche ungiftigen Stoffe aus Pflanzensamen zusammen-
fassen lassen, welche nach den von mir S. 2 gegebenen Ver-
fahren der Rizindarstellung gewonnen werden kinnen und den
Blutkirperchen gegeniiber sich rizinartig verhalten.
Die Kenntnis dieser Stoffe reicht noch nicht weit zuriick.

Von Autoren, die auf diesem Gebiete gearbeitet haben,
sind vor allen Laxpsteiner und RavsrrscrEex *) einerseits und
v. Hister und v. PorruEM®) andererseits zu nennen.

LaxpsteiNer und Rausirscsex  fanden gleich in vier
Gattungen der Papilionaceae solche ungiftigen Blutkérperchen-
Agglutinine, ndmlich in Phaseolus vulgaris, Pisum sativum.
Lens esculenta und in einer Vicia.

v. EistEr und v. PorraEmM fanden analog wirkende un-
giftige Agglutinine in der Familie der Solanaceen, und zwar in
Datura ferox, Datura gigantea, Datura laevis, Datura
Leichhardtii, Datura Metel. Datura Stramoninm, Da-
tura Wrightii und Datura Ceratocaula. Da die Datura-

') Zur Biochemie des Phasins. Biochem. Zeitschr. Bd. I8, 1909
Heft 3—5.

*) Laxpsreiver uwnd Rausirscaex, Bakt, Zentralbl. Bd. 45. 1908,
Heft 7. — K. Lanpsreiner, Himagglutination. In Handb. d. Biochemie des
Menschen und der Tiere Bd. II, 1909, S. 395, — K. LAUBITSCHER, Die
Himagglutination. Zeitschr, f. Tmmunititsforsch. u. exp. Ther., Referate
1910, 1I. — Derselbe, Himagglutinine pflanzlicher Provenienz u. ihre Art-
korper. Handb. d. Techn, u. Methodik der Immunititsforsch.. L Erginzungs-
band 1911, S. 625.

®) v. Ester und v. Porraem, Zeitschr. f. Immunititsforsch. u. BXp.
Ther. 1908, Teil I, Abt. 1, 8. 151, Dieselhen, Ber, d. Dentsenen Bot, Ges.
Jahrg. 29, 1911, Heft 7, S. 419,
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arten fiir die Erndhrung der Haustiere gar nicht in Frage
kommen, so haben wir es also im wesentlichen mit Bohne,
Erbse, Linse, Wicke hier zu tun.

Es schien mir von grossem Interesse, in der Familie der
Papilionaceen weiter zu forschen und die Ergebnisse der Ge-
nannten zu bestéitigen. Dies habe ich mit Wiexmaus getan.
Da es uns iiberfliissig schien, fiir die ungiftige agglutinierende
Substanz aus jedem Pflanzensamen einen eignen Namen zu geben.
so haben wir den Sammelnamen Phasin dafiir eingefiihrt,
der von der am genausten studierten Samenart, nidmlich von
Phaseolus vulgaris, abgeleitet ist. Wir stellten das Phasin
zun#ichst aus dieser Samenart dar und iiberzeugten uns von
seiner starken Wirksamkeit. Ich habe sowohl fiir Phaseolus
als fiir zahlreiche andere Papilionaceensamen immer eine und
dieselbe sehr einfache Darstellungsmethode benutzt, die sich an
die zweite (s. 8. 2) Methode der Rizingewinnung anschliesst.
Die betreffenden Samen wurden, falls es miglich war, geschiilt
und das Samenpulver mit der fiinffachen Menge 0.9 %/ iger Koch-
salzlisung nach vorherigem Zusatz von etwas Toluol 24 Stunden
lang bei 38 © digeriert und dann abgepresst. Die Pressfliissigkeit
wurde neutralisiert und filtriert. Das Filtrat wurde mit dem
oleichen Volumen 96 °/,igem Alkohol versetzt und gewartet, ob
ein Niederschlag entstand. War er sehr unbedeutend, so wurde
mit dem Alkoholzusatz fortgefahren, bis ein filtrierbarer Nieder-
schlag sich bildete. Dieser mit Alkohol nachgewaschene Nieder-
schlag wurde abgesaugt und auf dem Filter oder auf Tonplatten
im luftverdiinnten Raume getrocknet und pulverisiert, noch ehe
er alles Wasser verloren hatte. Vor der Benutzung wurde der
Wassergehalt, Aschengehalt und der in physiol. Kochsalzltsung
unloslich gewordene Anteil bestimmt und in Abrechnung gebracht.

Was das Phasin von Phaseolus vulgaris anlangt, so habe
ich diese Versuche kiirzlich wieder anfgenommen. Mit einem
schon 3 Jahre alten Priiparate, das 6.1°/, Asche enthielt, be-
kam ich die in nachstehender kleinen Tabelle enthaltenen Werte.

(Siehe die Tabelle aunf S. 58.)

Bei Vollblut sind die Zahlen nicht so hoeh wie bei Blut-
kérperchen. Von andern Blutarten, welche sich agglutinieren
lassen, nenne ich in der Reihenfolge ihrer Brauchbarkeit das
der Taube, des Pferdes, des Meerschweinchens, des Schweines,
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Tahelle III. verwa
Grenze der Wirksamkeit fiilr Phaseolusphasin, versch
— = Phasir
Z Totale Agglutination uns e
= Blatart: : _.
=i erfolgte noch bei amer!
i die V
1 Katzenblutkirperchen 1:271 588 rl:? V.el
2 Hundeblutkiirperchen 1: 67897 Vieia
3 Menschenblutkiirperchen 1: 54274 Alle
3 Hii]1]Jerhlutki;‘rperche:1 : 1 E'if 897 wandt
i} Kaninchenblut . 1: 66666 &
6 Rattenblut . L: 3716 Wirk:
versag
: " Futt
des Sperlings, des Igels, des Frosches, des Flussales und des P
Karpfens. Rinderblut wird nur von grossen Dosen unseres fernél'
Phasins beeinflusst und zwar mehr hdmolysiert als agglutiniert. Vicis
Ein Blut, welches sich durch Bohnenphasin gar nicht beeinflussen and v
liesse, habe ich iiberhaupt nicht gefunden. Sooh
Die Technik der Versuche war dieselbe wie bei den S. 7 Lath
besprochenen Rizinusversuchen. Nach meinen Angaben hat die mit T
Firma Merck schon 3 vor Jahren Phasin dargestellt, das noch blut.
heute brauchbar ist. Wie das Rizin, so wirkt auch das der S
Bohnenphasin nicht etwa nur auf Blutzellen, sondern agglu
auch auf Zellen vieler anderer Gewebe, so z B. auf Have
Gehirnzellen agglutinierend. Ich muss mir aber versagen, bore
an dieser Stelle auf diese Wirkungen einzugehen. Robi
Von den sehr zahlreichen Varietiten des Phaseolus vulgaris mult
priifte ich mit Wienmavs die gewdhnliche weisse Bohne, nachg
die Flagelot-Wachsbohne, die Schlachtschwert-Stangen- Papil
bohne, die Holsteiner Perlbohne und die romische Wachs- anf 1
bohne. Sie wirkten alle, aber natiirlich nicht gleich stark. schif
Von andern Phaseolusarten wurden mehrere, wie z. B. Phaseolus merk
Mungo, Phaseolus erectus, Phaseolus ensiformis gigas und die der |
echte Mondbohne, Phaseolus lunatus gepriift; aber der Frfolg ein A
war fast Null. Man kann also keineswegs behaupten, falls
dass, wenn man eine Art phasinreich gefunden hat, dies aber
ohne weiteres auch fiir alle andern Arten derselben tung
Gattung Geltung habe, und natiirlich noch weniger fiir die T
ganze Unterfamilie oder Familie. So ist bei den Solanaceen Bd. 1

, nur Datura phasinhaltig, aber Hyoscyamus und andere nahe
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verwandten Gattungen nicht. Fiir Erbsen und Linsen und
verschiedene Spielarten derselben konnten wir den Gehalt an
Phasin bestitigen. Die Saubohne, Vicia faba, wurde von
uns ebenfalls in verschiedenen Varietiten untersucht, so die
amerikanische Puffbohne, die schottische Grantonbohne,
die Weserpferdebohne, die Teverolle de Picardie, die
Teverolle de Lorraine, die Vicia mazagana, Vicia unica,
Vicia makrochloris, Vicia atra und Vieia circularis.
Alle diese Varietiiten der Saubohne bezw. die ihr nahe ver-
wandten Arten enthalten, wie wir fanden, ein Phasin, dessen
Wirkung bei keiner der Blutarten, welche probiert wurden,
versagte. Von andern Viciaarten fanden wir phasinhaltig die
Futterwicke, Vicia sativa und zwar auch die spanische,
die aus Finnland, die aus Dalekarlien und die aus Kapetown,
ferner die Vicia leucosperma, Vicia villosa, Vicia hybrida,
Vieia narbonensis, Vicia lutea graminea, Vicia segetalis
und Vicia pseudocracca. Mit Fr. Assmann?) wies ich Phasine
auch noch in Platterbrsen, und zwar in Lathyrus odorus,
Lathyrus vernus und Lathyrus tingitatus nach. Die dabei
mit Erfolg benutzten Blutarten waren Menschenblut, Katzen-
blut, Pferdeblut, Hammelblut und Aalblut. Die Bohnen
der Soja hispida enthalten, wie wir fanden, ein recht stark
agglut.mlezendes Phasin. Laraverre B. Mexpen?) in New
Haven (Connecticut) hat Phasine auch noch in Caragana ar-
borescens, Baptisia versicolor, Gymnocladus canadensis,
Robinia Pseudacacia, Trifolium pratense, Phaseolus
multiflorus, Vicia gigantea und in Wistaria sinensis
nachgewiesen. Alle diese Pflanzen gehéren in die Klasse der
Papilionaceen. Ich werde in einem spiteren Teile dieser Arbeit
auf mehrere dieser Phasine, mit denen ich mich ebenfalls be-
schiftigt habe, zuriickkommen. Hier zunichst nur noch die be-
merkenswerte Tatsache, dass MexpEL auch in einem Vertreter
der Klasse der Cruciferae, nimlich in Hesperis matronalis
ein Agglutinin fand. TIch habe die Samen der Nachtviole eben-
falls auf Phasin verarbeitet, fand die dabei gewonnene Substanz
dber villig unwirksam. Tch muss daher MexprLs Behaup-
ung, dass anch unter den Kreuzbliitern phasinhaltige

]Bem'age zur Kenntnis pflanzlicher Agglutinine. PriteERs Arch.

Bd. 187, 1911, 8. 489.
N Archivio di Fisiologia wvol. 7, 1909, p. 168 (Fano-Festschrift).
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Pflanzen sich finden, als bis jetzt noch nicht bestitigt

ansehen. Auch in der Klasse der Schmetterlingsbliiter e_infh
enthalten keineswegs alle Gattungen ein Phasin. So IR
habe ich, um nur einige zu nennen, z. B. die Samen des Harthen, y'l.m{dl
Trigonella Foenum graecum, des Goldregen, die von -:_fnjmllih; s”l'h.'
indicus, der Kronenwicke, Coronilla scorpioides und die des ge- scheid
wohnlichen Wiesenklee, Trifolium pratense — letztere entgegen “,I‘i'].-tlﬂ
der Angabe MexpeLs — phasinfrei gefunden. Der Verwandt- hl..hhll
schaft mit Rizinus wegen habe ich auch die Samen zweier ein- S
heimischen Euphorbiaceen, Euphorbia exigua und Euphorbia diese
pilosa untersucht, aber frei von Agglutinin gefunden. Wie das pOras
Rizin auch auf mit Formalin leicht angehiirtete Blutkérperchen aber
wirkt, so tun dies auch die Phasine. Wie Rizin anch auf aus- schon
oelangte Stromata wirkt, so ist dies auch bei den Phasinen der M_“"“
Fall; es bildet sich zwar nicht ein kompaktes grosses Koagnlum, wirk
wohl aber eine Unzahl kleiner Kliimpchen. Die Einspritzung nichi
von Phasinen unter die Haut von Katzen, Meerschweinchen und Phas
Kaninchen in der hundertfachen, ja tausendfachen Menge der lh}h‘e
vom Rizin todlichen Dose rief keine Stérungen des Wohlbefindens S
hervor. Die Unterscheidung der Phasine in den Futter- ]'i].“w
mitteln unserer Haustiere, also z B. in Bohnenmehl, ?,\‘“Hl{n
vom Rizin kann daher durch den Einspritzversuch 1&.?:1%;'&
leicht gemacht werden, wihrend der einfache A opluti- Rizn
nationsversuch zu den gribsten Irrtiimern fihren und
Rizin vortiuschen wiirde. Die Angabe, dass in den ge- i
wihnlichen Futtermitteln unserer Haustiere keine agglutinie- e
renden Stoffe vorkdmen, ist irrig. Ich habe nun oefunden, dass i
in Wicken- und Saubohnenmehl das Agglutinin durch S
einstiindiges Krhitzen des betreffenden Auszugs auf e =
70° seine agglutinierenden Wirkungen viollig verliert. wollt
Bel beiden tritt statt dessen eine ]]}'illli}i:r"tis{,‘hﬂ Wirkung anf. geste
Falls bei diesen 2 Futtermitteln nach dem einstiindigen Er- und
hitzen auf 700 die agglutinierende Wirkung auf Blutkorperchen unter
andauert, ist Verdacht vorhanden, dass Rizinus anwesend ist. ordes
Es ist dann zur Kontrolle der Versuch mit Subkutaninjektion
zu machen. A
Bei Bohnenphasin aus Phaseolus hat schon WieNuAUS dgr
I ganz richtig angegeben, und ich habe es jetzt von neuem be- et
stitigt, dass einstiindiges KErhitzen auf 70° die aggln- den :
- tinierende Kraft der Ausziige ganz und gar nicht be- Phas
Versi

die
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einflusst. Im Gegenteil ist dies die bequemste ! Methode, sich
eine sterile, gut filtrierbare Lisung von Phaseolusphasin  her-
sustellen. Auch Erbsen- und Linsenphasin verhalten
sich ihnlich. Hier muss also unter allen Umstinden zur Ent-
scheidung, ob Rizinus vorliegt, noc h ein weiterer Versuch gemacht
werden. Ich habe namlich ;;vll_nult*n, dass das Phasin von
Erbse, Linse und Wicke bei 70° fiir einige Blutarten
seine Wirkung behilt, fir andere aber nicht. So wirken
liese drei Phasine nach einstiindigem Erhitzen auf diese Tem-
peratur noch prompt auf Kaninchenblut, aunf Taubenblut
aber gar nicht mehr. Phaseolusphasin wirkt dagegen, wie
schon gesagt wurde, nach dieser Erhitzung noch auf alle H]ui—
arten agglutinierend. Bei einstiindigem Erhitzen auf
wirken Erbsen-, Linsen- und Wickenphasin i'tl}urhau],rt
nicht mehr, Phaseolusphasin aber wohl noch. Um
Phaseolusphasin von Rizin zu unterscheiden, bedarf es
daher entweder des P riazipitationsversuches mittels
Rizinserum oder des Einspritzversuc hes am Tier. Dass
Phaseolus-, Erbsen- und Linsenphasin mit Rizinserum keinen
Niederschlag geben, wurde durch besondere Versuche von mir
festoestellt. Wicken- und Saubohnenphasin geben iibrigens mit
Rizinserum auch keinen.

Mit Hilfe der cenannten Methoden lisst sich also in allen
genannten Hiilsenfriichten Rizin sicher ermitteln, in Bohnenmehl
von Phaseolus vulgaris und ihm nahestehenden Varietiiten aber
nicht ohne den Tierversuch oder den Versuch mit Rizinserum.

Ganz verkehrt wiire es, wenn man Rizin lediglich durch
die Stirke der Agglutination von den Phasinen untersc heiden
wollte. So wirkte z B. aschefrei gerechnetes, von mir dar-
gestelltes Linsenphasin noc h bei 1:100000 auf Hunde-
und Igelblut total agelutinierend ein, Auch die weiter
unten noch zu besprechenden Phasine besitzen z. T. eine ausser-
ordentlich starke Agglutinationswirkung fiilr einzelne Blutarten.

Zum Schluss ist noeh zu erwiihnen, dass alle Phasgine
genan wie das Rizin aus ihrer Verbindung mit dem Stroma
der roten Blutkiérperchen durch verdiinnte Salzsiure
wieder freigemacht werden konnen. Neuntralisiert man
den Brei nach einiger Zeit und filtriert, so geht das freigemachte
Phasin ins Filtrat und kann sofort zu einem neuen Agglutinations-
versuche benutzt werden. In dieser Beziehung dhneln also
die Phasine dem Rizin ausserordentlich
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2. Uber Darstellung und Wirkung des Erdnussphasins.

Im Samen von Arachis hypogaea ist schon wiederholt
nach einem Agglutinin gesucht worden. Der erste, der eins
darin fand, war ich selbst. In meinem Lehrbuch der Intoxi-
kationen®) heisst es: ,In dem Erdnusskuchen lisst sich ein fiir
einzelne Blutarten agglutinierend wirkender Stoff nachweisen.*
Der Name Phasin wurde von mir erst spiter eingefiihrt.
Unter Nichtachtung meiner Angabe Hussern sich MirssNER
und ReEwarn?®) in einer sehr eingehenden Arbeit iiber Rizinus-
nachweis in Futterkuchen: ,Es kann als erwiesen angenommen
werden, dass in den bei uns gebréduchlichsten Futtermitteln aus
Pressriickstinden (wie Riibkuchen, Baumwollsaatmehlkuchen,
Leinkuchen, Erdnusskuchenmehl, Sonnenblumenmehl und
Bohnen) keine Korper enthalten sind, die eine Konglutination
von roten Blutkorperchen hervorrufen. Dass dieser Satz fiir
Bohnen giéinzlich irrig ist, man mag nun darunter Phaseolus
oder Faba verstehen, ist vorhin schon dargetan. Dass er auch
fir Erdnussmehl irrig ist, soll das nachstehende zeigen. Auch
Larayerte MEexpEL®) hat Erdnussmehl mit Hilfe von nicht
weniger als elf Blutarten untersucht und konstatiert, dass keine
dieser Blutarten agglutiniert werde. Auch ich selbst habe hei
einigen mit WieNmaus angestellten Versuchen unter Benutzung
von drei Blutarten, die gerade zur Verfiigung standen, keine
Spur von Agglutinin in der Erdnuss gefunden. Zum Gliick hat
mich dies jedoch nicht abgehalten, meine Versuche vom Jahre
1906 weiter fortzusetzen und zwar erst mit Herm. FEUERHACK, 4)
dann weiterhin allein.

Simtliche Versuche wurden erst mit Erdnussausziigen,
dann mit gereinigtem Erdnussphasin angestellt. Das Phasin
warde in der Weise dargestellt, dass das entfettete Erdnuss-
mehl mit der finffachen Menge 0.9 °/, Kochsalzlosung und etwas
Toluol 24 Stunden bei 38 © ausgezogen wurde. Die durch Ab-
pressen des Breies gewonnene Fliissigkeit wurde mit Natrium-
karbonat neutralisiert, filtriert; das Filtrat wurde mit dem

') Zweite Aufl. Bd. 2 (Stuttgart 1906), S. 594,
% Die Konglutination der roten Blutkirperchen durch Rizinussamen.
Zeitschr. f. Immunitétsforsch. u. exper. Ther. Bd. 2, 1909, S. 345.
%) Archivio di Fisiologia vol, 7, 1909, p. 170.
| {Ther Erdnussphasin und Rizin. Diss. Rostock, 1912,
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doppelten Volumen Alkohol oefillt, rasch vom Alkohol befreit
und getrocknet. Das so gewonnene Priparat enthielt 8.81°9/,
Asche und 12.46 °/, Feuchtigkeit. Zum Gebrauch wurde es mit
0.9 9/, Kochsalzlosung in der Reibschale 1:100 angerieben und
nach 24stiindigem Stehen filtriert. Der ungelst bleibende Teil
wurde in Abzug gebracht.

gowohl der Erdnussauszug als auch das Phasin hatten keine
Spur von agglutinierender Einwirkung auf das Blut von Meer-
schweinchen, Ratte, Pferd, Hund, Taube, Huhn und
Seehase. Nicht in allen, aber in der Mehrzahl der Fille
wurde auch Rinderblut nicht beeinflusst, in einigen wenigen
Fillen dagegen wieder sehr stark. Bei Ziegenblut kam sowohl
Agglutination als Hidmolyse vor. Langes Stehen des Blutes
schien bei Rinderblut den positiven Ausfall der Versuche zu
begiinstigen.

Stets positiv war dagegen der Ausfall der Ag-
olutinationsprobe mit geniigend starken Losungen von reinem
Phasin auch bei ganz frischem Blut des Schweines, der
Katze, des Kalbes, des Hammels, des Kaninchens und
des Menschen. Dass die Erdnuss ein Agglutinin ent-
hiilt, ist mithin sicher erwiesen.

Gegen Pepsin (mit Salzsiure), gegen Trypsin (mit Natrium
carbonicum) und gegen Papain erwies sich das Erdnussphasin
bei 48stiindiger Einwirkung im Briiteschrank wie das Bohnen-
phasin resistent.

Bei innerlicher Eingabe, sowie bei Einspritzung unter die
Haut von Kaninchen, Meerschweinchen und eines Kalbes rief
das Erdnussagglutinin keine Storungen der Gesundheit hervor.
Es gehért also infolge seiner Ungiftigkeit durchaus in
die Gruppe der Phasine und zum Gliick in die Unter-
gruppe der bei 70° binnen einer Stunde vollig dena-

turierten.

3 Tiber die Unterscheidung des Erdnussphasins
vom Rizin in Gemischen.

Ich habe mir viele Male Gemische teils von Erdnussmehl
und Rizinusmehl, teils von Erdnussauszug und Rizinusauszug
gemacht und festgestellt, wie gross der Uberschuss an Erdnuss
sein darf, um darin noch scharf das Rizin nachzuweisen. Die
Methode des Nachweises kann eine zweifache sein. Entweder
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extrahiert man bei 38% muss aber dann eine Blutart verwenden. danih
auf die Erdnussphasin ohne Einwirkung ist: oder man extrahiert '
bei 70° bezw. man erhitzt den fertigen Auszug, welcher Rizinus
und Erdnuss enthilt, fiir eine Stunde auf 70° C., kann danm gehen
aber jede beliebige Blutart verwenden, da ja das Erdnussphasin SRR
unwirksam geworden ist. Eine villige Ausfillung erfolgt iTh

ibrigens bei 70° keineswegs. Ich will fiir beide Fille ein Bei-
spiel anfiihren.

15 cem einer Mischung, die in jedem Kubikzentimeter das Lisliche
ans 200 mg Erdnusskuchenmehl und 0.4 mg Rizinussamen (scha alenfrei, aber kuche

nicht entdlt) enthiilt, werden mit 10 cem 29[ iger Tauben |JIII1:I-.UI]:E|L[1¢ - fiir T
suspension mittags gemischt. Hs bildet ~.1Lh schon abends eine deuntliche i
Agglutination ans, die am andern Morgen total ist. Die iiber dem \rwlurin at O
stehende Flilssigkeit wird jetzt entfernt, das Agglutinat mit 0.9 ¢ iger etwas
Kochsalzlisung mehrmals durech Dekantieren gewaschen und dann .mi ein
Filter gebracht, Nach dem ‘Lhrmlutr'u der letzten Tropfen Waschfliissigkeit Vers
wird der Filterriickstand in einer kleinen Reibschale mit 1 cem Wasser. dem i I
d Tropfen verdiinnter Salzsiure zugesetzt worden sind, verrieben. Eine Stunde sl
spiter wird mit Natrinmkarbonat neutralisiert, wobei sofort eine feste braune pharn
Masse sich absetzt und diese liefert, auf ein Filter gebracht und kubik- von
zentimeterweis mit physiologischer I\Ul]l‘-.L]!]lﬁllil“ nachgewaschen, ein helles, produ
kaum gelbliches Filtrat. Zu diesem werden, nachdem es auf 8 cem gebracht Gutac
ist, 2 cem 5 ° ige 3T|-11.~':-h{-.lllrl||1.-:unpmhlml resetzt und als Kontrolle vt
zu 8 cem physiologischer Kochsalzljsung ebenfalls 2 cem solcher Suspension, AWa
Nach 18 Stunden ist die Kontrollprobe unveriindert, die Hauptprobe aber aber
agglutiniert. Auf ein Filter gegossen, lisst sie eine farblose Fliissigkeit ins kam
Filtrat gehen. schid
Dieser Versuch zeigt, dass in Erdnusskuchen Rizin
noch nachweisbar ist, auch wenn die Erdnussmenge die besta:
des Rizinus 500 mal iibertrifft. Zur Verwendung kamen bewei
2 Blutarten, von denen die erste nicht auf Erdnussphasin reagiert, freier
In einem andern Falle mischte ich Rizinus und Erdnuss ebenfalls im den V
Verhiiltnis von 1:500, erhitzte aber den Auszng des Gemisches fiir eine -
Stunde auf 70° Auch hier gelang es mir, durch Zusatz von Taubenblut sell
das Rizin an dieses zn binden. Es erfolgte zwar keine feste Kuc shenbildung
aber immerhin haftete der Bodensatz, der sich nach 16stiindigem Stehen ge- physio
bildet katte, so fest aneinander, dass ich die dariiberstehende Flitssigkeit 380 (
abpipettieren und mehrmals einige Kubikzentimeter 0. 90/ ige hunh»ulx]munu Teile
aufbringen konnte. Alsdann wurde zersetzt. Obwohl nur 5 me Hunm-.smmu einstii
angewandt worden waren, erhielt ich eine Fliissigkeit, von der schon die von 1
Hilfte geniigte, um in 5 cem 2°/igem Menschenblut binnen 6 Stunden und
feste Agglutination hervorzurufen, Schon
Das Gesagte zeigt, dass es wohl moglich ist, in Erd- wonne
nusskuchen zugesetztes Rizinuspulver oder in Ge- 1:“:1‘”

mischen von Erdnuss- und Rizinusausziigen milligramm-
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Nch matische Mengen von Rizinus wiederzufinden und nach
Y der biologischen Methode zu isolieren.

EJI]I:[]: Erst nachdem dies festgestellt war, konnte ich daran
{ann vehen. eingesandte fragliche Krdnusskuchen auf Rizinus zu
\asin untersuchen.
l;‘(ff 4, Uber die Untersuchung einiger eingesandter giftiger
Erdnusskuechen.
sliche In den Jahren 1911 und 1912 habe ich wiederholt Erdnuss-
aber kuchen. nach deren Verfiitterung heftige Durchfille und sonstige
r]Jjui;:t fiir Rizin charakteristische KErscheinungen eingetreten waren,
tnat su untersuchen gehabt. KEs geniige, den jiingsten dieser Kille
siger etwas ausfithrlicher mitzuteilen.
t ein Am 4 Mai 1912 meldete mir der Vorstand der Landw.
gl];f:l Versuchsstation Hohenheim, dass dort vor einiger Zeit
unde ein Erdnusskuchen beanstandet worden war, weil sich bei
anne ;-Eu.u'm;ikngw»;Tist*hm' Untersuchung darin sehr grosse Mengen
nbik- von Rizinusbestandteilen nachweisen liessen. Der Lieferant
elles, produzierte daraufhin das bekannte, schon so oft abgegebene
-T;IJ}II[E Gutachten von Prof. Scemipr in Hamburg, dahin lautend, dass
sion. zwar zugegeben werde, es seien Rizinusbestandteile vorhanden,
aber aber es werde bestritten, dass diese schidlich wirkten. Do
t ins kam es zur Klage. Ich sollte nun die Schidlichkeit oder Un-
45 schiadlichkeit der Kuchen von meinem Standpunkte aus priifen.
) 7uniichst stellte auch ich mikroskopisch reichlich Schalen-
i bestandteile von Rizinus fest. Diese sind ja aber an sich nicht
S heweisend, da sie, wie wir wiederholt erwiihnt haben, im kern-
m.'L“ freien Zustand ungiftig sind. Immerhin rechtfertigten sie doch
:Liﬁf den Verdacht, dass auch Kernbestandteile von Rizinus anwesend
blut sein mochien.
ung; Nun wurden 60 g des fraglichen Mehles mit der fiinffachen Menge
. g6~ physiol. Kochsalzlosung 24 Stunden lang nach Zusatz von 1 cem Toluol bei
keit 200 (1 extrahiert, dann abgepresst, die Fliissigkeit neutralisiert und in Zwel
sung Teile weteilt. Der erste Teil wurde direkt verwendet, der andere erst nach
\men einstiindigem Erhitzen anf 70° C. Von beiden Portionen wurden Mengen
L die von 1—H ccm zu je b cem 29, Taubenblutkochsalzgemisch gesetzt
nden und dann alle Glischen mit physiol. Kochsalzlisung anf 10 cem anfeefiillt,
Schon nach 3 Stunden waren siimtliche Glidschen, welche den bei 387 ge-
rd- wonnenen Auszug enthielten, acelutiniert und zwar in Form eines festen
Ja- Kuchens. Von den auf 70° erhitzten Auszugsporiionen waren nach 3 Ht}uuhru
Die andern erreichten

i wenigstens die mit b und mit 4 cem fest agglutiniert.
3 3
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dieses Stadinm erst spiiter. Jetzt wurde der Versuch wiederholt. nachden
sowohl der auf 70" erhitzte, als der umnerhitzte Auszug 10fach verdiinnt

worden waren. Auch jetzt trat in allen Glischen, welche 2—5 cem der Aus-

ziige enthielten, villige Agglutination des Taubenblutes ein, nnr wurde
das Ende des Prozesses erst nach 16 Stunden erreicht. Parallelversnche mit
Meerschweinchenblut fielen sogar noch schlagender aus, da hier auch die
beiden Proben mit je 1 cem Auszug, entsprechend 20 me Kuchenmehl, A
glntination lieferten.

Diese Versuche beweisen, dass in dem fraglichen Krd-
nusskuchen reichlich Pulver von nicht denaturierten
Rizinussamen enthalten ist und nicht etwa nur Schalen-
bestandteile. Die Agglutination kann auch nicht anf Erdnuss-
phasin geschoben werden, denn dieses reagiert mit Taubenblut
iiberhaupt nicht: ferner hitte es durch das Erhitzen auf 702
unwirksam geworden sein miissen.

Um auch toxikologisch die Giftigkeit darzatun, machte ich
noch folgenden Tierversuch.

Ich spritzte einem Kaninchen von etwas iiber 2000 g am 20. Mai
um 3 Uhr 5 cem des unverdiinnten, anf 70° erhitzten Auszuges unnter die

Haut des Riickens. Am 21. Mai frass es nicht mehr und am 22. Mai vor-
mittags 10 Uhr 45 Minuten starb es nach einigen leichten Krampfanfillen.
Der Harn des 21. Mai enthielt bereits Eiweiss: der des 22. Mai anch reichlich
Zylinder,

£ Die sofort nach dem Tode vorgenommene Sektion ergab sulziges
Odem und einzelne Himorrhagien in der Umgebung der Einspritzstelle.
Sonstige makroskopische Organverinderungen nieht nachweishar. Mikro-
skopisch im Gefrierschnitt in den Harnkanilchen reichliche Zylinder
walirnehmbar.

Da Erdnusskuchenauszug, namentlich bei 70 © gehaltener,
gar keine Wirkungen hat, kann der Tod des Kaninchens
nur auf beigemischte Rizinussamenbestandteile bezogen
werden. Die Veriinderungen an der Einspritzstelle und in den
Nieren sprechen auch fiir Rizinus. Ein halbes Gramm des frag-
lichen Erdnusskuchens war hier die letale Dose pro Kilogramm
Kaninchen; die Giftigkeit des Kuchens ist also betrichtlich gToss.

Kigentlich geniigen die vorstehenden Versuche, um den
Einwand des Prof. Scamior zu widerlegen. Um die Reinigune
des Giftes, soweit dies iiberhaupt moglich ist. durchzufiihren.
wurde jedoch noch eine zweite Versuchsreihe angeschlossen. in
der das Rizin von FErdnussbestandteilen auf biologischem
Wege befreit und dann von newem auf seine Wirksamkeit ge-
priift wurde.
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o cem deg zehnfach verdiimnten, fiir 1 Stunde auf 70 ° erhitzten Ans-

»ures des fraglichen Erdnussmehles, entsprechend 0.1 g Mehl, wurden abends
mit 5 cem 2%,igem Kaninchenblut versetzt. Friith war feste totale

Agglutination eingetreten. Nun warde die fiber dem Agglutinat stehende
1lare Flissigkeit abgehoben nnd mehrmals kleine Mengen physiol. Kochsalz-

lienne als Wasehwasser vorsichtig aunfgebracht, ohne den Agglutinatkuchen

o1 zerstiren. Alsdann wird dieser in einer kleinen Reibschale mit 2 Tropfen
verdiinnter Salzsiure verrieben, wobei er braunschwarz wird. Eine halbe
Seande spiter wird mit Sodalisung neutralisiert. In dem Augenblick, wo
lie Nentralitiit erreicht wird, wird die bis dahin schmierige Masse fest nnd
presst farblose Flilssigkeit auns. In diesem Zustand wird durch ein ganz
Lleines Filter filtriert und 20 Minuten lang mit physiol. Kochsalzlisung
rropfenweis nachgewaschen, bis 5 cem Filtrat gewonnen sind. Dieses ist
vanz klar und nur spurweis gelblich gefirbr. ks enthiilt weder Erdnuss-
hestandteile noeh Himoglobin, sondern nur Rizin und Kochsalz, Es wird
von nenem abends mit & cem 29/ igem Kaninchenblut versetzt und fiihrt
ber Nacht von neuem totale feste Agglutination herber. Der Versuch
wurde dann wiederholt, indem erst Taubenblut und nach der Wieder-
sewinnung Kaninehenblut verwendet wurde. Das Ergebnis war dasselbe.

Wenn man bedenkt. dass hier nur 0.1 g Erdnussmehl
verwendet wurde, und dass demgemiiss auch die darin als Ver-
anreinicune steckende Rizinmenge naturgemiiss nur sehr klein
sewesen sein kann, kann man dieser Methode, das Gift zu
isolieren und dann von neuem zur Agglutination zu verwenden,
<eine Anerkennung wohl nicht versagen.

Als Experimentum erucis blieb jetzt noch die Isolierung
les Rizins zum Zweck der Identifizierung durch den Tier-
versuch.

7u diesem Behufe wurden 26 cem Erdnussmehlauszug, entsprechend
5 o Mebhl mit 1 cem unverdiinntem defibriniertem Menschenblut versetzt,
Nach 12 Stunden wird das feste Agglutinat cowaschen, mit C1H zersetzt,
neuntralisiert und filtriert unter tropfenweisem Zusatz von 0.9°,iger Koch-
calzlisihe. bis 5 cem Filtrat erhalten sind, Diese klare, leicht gelb gefirbte

Mijssickeit wird einem Kaninchen von 1280 g unter die Haut gespritzt.

Fe stirht nach 30 Stunden unter Lihmungserscheinungen.
Die Sektion ergibt sulziges Odem an der [njektions-
a11e und einzelne Blutaustritte ins grosse Netz.

Somit war im Hohenheimer Prozess der Beweis
oeliefert, dass sich aus dem rizinushaltigen Erdnuss-
kuchen trotz Widerspruchs der Gegenpa rteli wirksames
Gift rein abscheiden und sowohl durch die biologische
Probe. d. h. durch Agglutination als durch die toxi-
Lologische als Rizin identifizieren liess.
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