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49. Dr.J. W. Le Heux:
Uber die Haltbarkeit von Cholinlésungen in Ampullen.

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Reichsuniversitit Utrecht.)
Eingegangen am 17. Oktober 1924.

Bekanntlich stehen Cholinlosungen in dem Rufe, sehr zersetzlich
zu sein und dabei unter Umstdanden giftiger zu werden.

Diese Eigenschaft spielte seinerzeit bei der Diskussion der Blut-
druckwirkung des Cholins eine grofie Rolle und hat die Brauchbarkeit
intravenoser Cholineinspritzungen bei Menschen stark beeintrichtigt.

Untersuchungen, welche in den letzten Jahren im hiesigen Insti:
tute ausgefiihrt wurden, zeigten, dafl bei verschiedenen Formen
experimenteller Magendarmlahmung sich mit intravenosen Cholin
Einspritzungen !) sehr gute therapeutische Erfolge erzielen lassen. Es
kommt daher auch die arztliche Anwendung bei Menschen in Frage.
Erfordernis ist hiertiir die Haltbarkeit von Losungen in sterilisierten
Ampullen.

A. DarstellungdesCholins.

Athylen:Chlorhydrin von Kahlbaum wird einen Tag lang mit
ﬁeglijhter Pottasche von Salzsdure befreit und getrocknet. Die Flussig-
eit wird darauf vorsichtig abgegossen und in einem Fraktionier-
kolbchen nach Ladenburg langsam fraktioniert. Die Haupt-
fraktion, welche von 127-—128° uberdcht wird fiir die Darstellung be-
nutzt, Fir jede neue Darstellung “wird dieses Reinigungsverfahren
wiederholt.

Als Trimethylaminprdparat wird benutzt die 33%ige Losung in
absolutem Alkohol von Kahlbaum, welche durch Zusatz von
absolutem Alkohol auf einen Gehalt von etwa 25%, gebracht wird.

Die mit Eis:Kochsalzmischung abgekiihlte Trimethylaminlosung
wird mit dem ebenfalls gekiihlten Chlorhydrin gemischt, in einem Ver:
hiltnis, daBl auf ein Gewichtsteil Trimethylamin zwei Gewichtsteile
Chlorhydrin kommen, und dieses kalte Gemisch in Glasréhren ein:
gefullt, welche darauf zugeschmolzen und 24 Std. lang im kochenden
Wasserbade erhitzt werden. Nach dem Abkiihlen setzen sich dann
gewohnlich schone Kristalle von Cholin-HCI ab.

Der Inhalt der Rohren, welche beim Offnen keinen hohen Druck
haben, wird in ein Rundbodenkolbchen gegossen, und der Alkohol
auf dem Wasserbade von etwa 45° unter vermindertem Druck ab:
gedampft. Der groBtentcils kristallinische Riickstand wird mehrmals
mit absolutem Ather gewaschen, wobei der Ather jedesmal nach dem
Absetzen abgegossen wird. Die letzten Reste Ather werden im Va-
kuum entfernt,

Darauf wird die Kristallmasse mit einer reichlichen Menge trocke:
nen Chloroforms am Ruckflu3kithler gekocht, wobei das eventl. ge:

1) M, v. Kihlewein, Pfligers Archiv 191, 99 (1921). — K. Arai,
Pfliigers Archiv 193, 359 (1922).
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bildete salzsaure Trimethylamin in Losung geht, das salzsaure Cholin
jedoch nicht.

Die noch warme Masse wird darauf auf einem Saugtrichter fil
triert und abgesogen, mit etwas warmem Chloroform gewaschen und
darauf in einen Vakuumexsiccator uber Schwefelsaure gebracht,
welcher darauf wiederholt zur Entfernung des Chloroforms leere
gepumpt wird. Die schon weifien Kristalle werden darauf in wenig
warmem absoluten Alkohol gelost und filtriert, worauf sich beim Abs
kithlen das Cholin-HCl in feinen Kristalinadeln abscheidet. Die
Kristalle werden noch einmal mit absolutem Alkohol umkristallisiert
und danach im Vakuumexsiccator iber Schwefelsaure bewahrt,

Aus den vereinigten alkoholischen Mutterlaugen laBt sich durch
Zusatz von etwas trockenem Ather noch eine betriachtliche Menge
Cholin:HCI abscheiden, welches ebenfalls durch Umkristallisieren in
absolutem Alkohol gereinigt wird.

Die Kristalle sind bekanntlich sehr hygroskopisch.

Durch Titration einer wisserigen Lésung von Cholin-HCl mit
Jt/20 AgNO;s und Kaliumchromat als Indikator lieffen sich in zwei Fillen
fiir den Chlorgehalt Werte wvon 25.26°% und 25.23%/c bestimmen
(ber. 25.40°,).

Mit Nesslers Reagens entsteht in einer wisserigen Losung
von Cholin-HCI ein hellgelber Niederschlag.

Werden einige Kristalle mit starker Natronlauge ubergossen, so
darf kein Geruch nach Trimethylamin entstehen.

B. Haltbarkeit der Cholinlosungen.

Am 15. Dezember 1920 wurden 2.504 g synthetisches Cholin:HCI
in 50 ccm frigch in GlasgefiBen destillierten Wassers geldst (1 ccm =
50 mg — 5"70). Diese Losung wurde im hiesigen Pharmazeutischen
Institut durch Herrn Slis in Ampullen von 1.3 ccm Inhalt gefiillt.
Diese Ampullen, welche teils aus braunem Jenaglas (Violax-Glas), teils
aus gewohnlichem, Alkali abgebendem farblosen Glas bestanden,
waren vorher mit Siure ausgekocht und danach mit Wasser aus:
gespiilt.

Ein Teil der Cholinlésung war mit n/1o HCI auf einen Sduregehalt
von /1000 HCI gebracht; der Rest der Losung wurde ohne Zusatz in
die Ampullen gefiillt, welche zugeschmolzen und darauf 2 Std. lang
im kochenden Wasserbade erhitzt wurden.

Der am 16. Dezember 1920 empfangene Vorrat bestand aus:
A. 4 Ampullen Jenaglas, /1000 HCL
B. 4 Ampullen gewohnliches Glas, n/w00 HCL
C. 17 Ampullen Jenaglas, Wasser,
D. 6 Ampullen gewohnliches Glas, Wasser.
Zwei Tage spiter, am 18. Dezember 1920, wurde der Inhalt einer
Ampulle, Jenaglas, n/i000 HCI(A), in seiner Wirkung auf den iibers

lebenden Kaninchendiinndarm in Tyrodelosung verglichen mit einer
frischen Lésung des urspriinglichen Cholinpraparates in nfieo HCL
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Die Grenzdosis war bei beiden Losungen 0.1 mg.

0.2 mg aus der Ampulle wirkten einmal etwas stiarker, einmal etwas
schwiicher als 0.2 mg Cholin in frischer Losung, 0.5 ¢ beider Losungen wirkten
an einer anderen Darmschlinge gleich stark.

Die Cholinlésung war also durch das Sterili-
sieren nicht verdndert.

Dic Ampullen wurden darauf ein halbes Jahr bei Zimmertempe:
ratur im Dunkeln bewahrt.

1. Priifung nach einem halben Jahre.

Am 28.Juni 1921 wurde von jeder der vier Serien (A—D) eine
Ampulle geéffnet und auBerdem eine frische 5°/oige Losung (E) von
demselben Priaparate Cholin:HCl bereitet, mit der seincrzeit die
Ampullen gefiillt waren, das wihrend der sechs Monate im Vakuum-
exsiccator tiber Schwefelsdure bewahrt und vollstindig trocken und
unzersctzt geblicben war. Von den Losungen A—E wurden fiir dic
Darmversuche zwanzigfache Verdiinnungen hcrgestellt.

Zur ldentifizierung des wirksamen Bestandteils der Losungen,
in Form des am Darme sehr vicl stirker wirksamen Acetylcholins,
wurden 0.3 ccm von A—E (5%) in einem Reagensglas mit ecinigen
Kornchen Quarzsand abgedampft, mit ungefahr 1 ccm Acetylchlorid
eingeschmolzen und 1 Std. im Wasserbade auf 100° erhitzt.

Die Réhrchen wurden nach dem Abkiihlen geoffnet, der Inhalt in
cin Porzellanschalchen gegossen, die Rohrchen mit wenig Acetyl:
chlorid nachgespiilt, und die Losung abgedampft. Der Riickstand
wurde in 15 cem Wasser gelost, so dafl diese Losung in 1 cem 1 mg
des urspriinglichen Cholins enthielt. Aus diesen Stammlésungen
wurden dann die nitigen Verdiinnungen hergestellt.

Die Wirksamkeit wurde am gleichen Tage am isolierten
Kaninchendiinndarme bestimmt. Am folgenden Tage wurde noch-
mals je einc Ampulle jeder Serie gedifnet und derselbe Versuch
wiedcrholt.

Das Brgebnis war: Bei der Untersuchung der nicht. acetylicrten Cholin-
losungen an sieben verschiedenen Darmschlingen von zwel verschicdenen
Kaninchen wirkten die Losungen A, B und C gerade so stark wie die frisch
bereitete Losung E, wobei an den verschiedenen Darmschlingen die Reihenfolge
der Prifungen von A, B, C, D wechselte und aufierdem am Schlufl jeder Vers
suchdsreihc dic unverinderte Erregbarkeit des Praparates gegen E festgestellt
wurae.

Von den zwci Ampullen der Serie D (gewohnliches Glas ohne Siurc)
wirkte der Inhalt der einen an drei Schlingen cbenso stark, an einer Schlinge
schwicher als E; der Inhalt der anderen Ampulle an den beiden gepriiften
Darmschlingen sehr dcutlich schwicher als E.

Durch das Acetylieren war cine Wirkungssteigerung um ungefahr das
5000fache eingetreten. Auch hierbei stellte sich heraus, daff A, B und C
cbenso stark wirkten wie E, wihrend D an drei Darmschlingen gerade so stark,
an zwei Darmschlingen deutlich schwicher, und an einer Darmschlinge sehr
viel schwiicher wirkte als E. Auch in dieser Versuchsreihe wurde am Ende
jedesmal mit der acetylierten Kontrollosung E dic unverinderte Erfegbarkeit
des Priparates festgestellt.

Der physiologische Versuch ergibt also nach
cinem* halben Jahre bei A, B und C unveriandertec
Wirksamkeit, wihrend in gewohnlichem Glas
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ohne Saurezusatz in dereinen Ampulle die Wirk:-
samkeit etwasundinder anderendeutlich zuriick:
gegangen war,

In keiner der Ampullen war cin Geruch nach Trimethylamin vorhanden.

Die Reaktion gegen Lackmus war in allen Losungen neutral.

Mit Nesslers Reagens trat in allen fiinf Losungen der gleiche gelbe
Niederschlag ohne Braunfirbung auf; es war also keine nachweisbare Menge
von Aminen vorhanden.

Bei der Priifung mit Methylrot und Neutralrot wurde, zum Vergleich mit
A und B, die Kontrollésung auf einen Gehalt von n/ye00 HCl gebracht. Dic
Losungen A—D waren im Vergleich mit E bei Methylrot alle etwas nach der
alkalischen Seite verschoben, A am wenigsten.

Bei Verwendung von Neutralrot war diese Verschiebung weniger deutlich
zu sehen, allc Lésungen waren rosa. Die Farbe von A stimmte aber am meisten
‘mit der frischen Kontrolle iiberein.

Bemerkt mufl werden, daB bei diesen Vergleichsprifungen diejenige
Ampulle D verwendet wurde, deren Wirksamkeit am Kaninchendiinndarme
am wenigsten vermindert war.

Es ergibt sich bei der chemischen Priifung, daB alle vier Lésungen
kaum verandert sind, und daf} die Reaktion von A sich am wenigsten
verandert hat,

2, Prifung nacheinem Jahre.

Am 11. Dezember 1921 wurde je einc Ampulle der Serien A—D
geoffnet. In keiner derselben war ein Geruch nach Trimethylamin
wahrzunehmen.

Es wurde darauf, genau wie im Juni 1921, cin Teil acetyliert; der
andere Teil direkt nach der oben angegebenen Methode auf secine
Wirksamkeit am Kaninchendiinndarme untersucht,

Als Vergleichslosung diente wieder eine frisch bereitete Losung
(E) von reinem Cholin-HCL

Die Priifung wurde an vier Dunndarmschlingen desselben
Kaninchens ausgefiihrt.

Bei der Priifung der nicht acetylierten Lésungen wurden Mengen zu-
gesetzt, welche 0.2--0.4 mg des urspringlichen Cholin-HCI entsprachen. Hier:
bei wirkte A (Jenaglas, n/p00 HCl) stets ebenso stark wie das urspriingliche
Cholin; B (gewohnliches Glas, n/y000 HCl) zweimal gleich, einmal schwacher;
C (Jenaglas, Wasser) zweimal gleich; D (gewohnliches Glas, Wasser) einmal
schwach, einmal sehr schwach, einmal stirker.

Durch Acetylieren war eine Wirkungssteigerung um mehr als 2000mal
¢ingetreten.

Zur Prifung wurden Dosen von /9000 bis 2/10000 verwendet.

A wirkte dreimal ebenso stark wie Cholin-HCl; B zweimal schwicher;
C einmal gleich, einmal schwicher; D einmal gleich, zweimal deutlich
schwiicher.

Hieraus ergibt sich, da3 nach einem Jahre nur
die Losung A in allen Fdllen ebenso stark wirkte
wie frische Cholinlosung. Danach kommt C, wihrend B
in drer untcr fiinf Fillen sich als abgeschwicht erwies, und D die
schwichste Wirkung zeigte.
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Das Verhalten der Losungen gegen Indikatoren war folgendes:

A gab sowohl mit Neutralrot wie mit Methylrot genau dic gleiche Farbe
wie eine frische Losung von Cholin-HCI in n/ige0 HCI.

C gab mit Neutralrot nahezu dieselbc Farbe, mit Methylrot eine etwas
mehr gelbliche Firbung als frische Cholinlésung.

B erwies sich mit Neutralrot etwas, mit Methylrot deutlich alkalischer
als die salzsaure Vergleichslosung von Cholin-HCl; wihrend

D sowohl mit Neutralrot wie mit Methylrot sich als deutlich alkalischer
erwies.

Die oben gefundene Reihenfolge der physiologischen Wirksamkeiten ent-
spricht also genau dem Verhalten gegen dic Indikatoren, so daB die Ursache
fiir die deutlich¢ Abnahme der Wirkungstirke bei D und die geringere bei B
und C dem Einflufl des Glases zugeschrieben werden muf3.

Einige Tropfen Nesslers Reagens gaben mit cinem Tropfen der
Losungen A, C und E ecinen hellgelben Niederschlag, wihrend bei Verwendung
von B und D der Niederschlag etwas dunkler, jedoch sicher nicht braun
gefirbt war.

Wurde etwas von den Losungen A—D mit starker Lauge erwidrmt, so
trat in keinem Falle der Geruch nach Trimethylamin auf.

Alle dicse Beobachtungen =zeigen, dafl diec
nfioo0 HCl:L6sung von Cholin:HCl in Ampullen von
braunem Jenaglas (Violaxglas) sich vollstandig
unverandert erhalten hat; dafl die wisserige
Losung in Jenaglas wenig, die saure Losung in ge-
wohnlichem Glas etwas, und die wasserige Losung
ingewohnlichem Glas deutlichverindert wurde.

Es mufitc nun noch im Versuch am intakten Tiere festgestellt
werden, ob die Losung A nach einem Jahre unverianderte Cholin-
wirksamkeit besitzt und keine neuen toxischen Eigenschaften dazu:
bekommen hat.

Nach den Versuchen von A rai?®) ruft intravenose Einspritzung
in etwa 90 Sekunden (in die Vena saphena) von 30 mg Cholin-HCl
pro Kilogramm reversiblen Atemstillstand hervor.

Nach den untenstehenden Versuchen tritt dieses bei Einspritzung
indic Venajugularis bereits nach 25 mg pro Kilogramm ein.

A. Katze, 2.8 kg, Athernarkose, Einbinden eciner Venenkaniile in die
Jugularis.

4036 (d. i. 10 Min. nach SchluB der Athernarkose) Injektion
von 25 mg pro Kilogramm frisch bereiteter Losung von
Cholin-HCl (53%) in 90 Sek. in die Jugularis. Danach Speichelsekretion,
Pulsverlangsamung, krampfhafte Atmung und Atemstillstand von 3% Min.
Dauer, welcher durch kiunstliche Atmung bchoben wird.

3 Min. spiter richtet sich das Tier auf und liuft nach weiteren
2 Min. fort. :

B. Katze 1.55 kg, Athernarkose, Einbinden eincr Venenkaniile in die
Jugularis.

3h53 (d. i. 10 Min. nach Schluff der Athernarkose) Injektion von 25 mg
proKilogramm 5%ige Cholin-HCl:Losung aus Ampulle A
in 90 Sek. in die Jugularis. Danach Speichelsekretion, Harnentlecerung, Puls-
verlangsamung, krampfhafte Atmung und Atemstillstand von 3% Min. Dauer,
welcher durch kinstliche Atmung behoben wird.

2) K. Arai, Phliigers Archiv 193, 359 (1922).
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6 Min. spiter richtet das Tier sich auf und lduft nach einer weiteren
Minute fort. .

Diese beiden Protokolle zeigen, daf3 die Losung A nach einjihri-
gem Bewahren nach intravendser Einspritzung bei der Katze qualita-
}iv und quantitativ genau so wirkt, wie eine frisch bereitete Cholin-
Osung. '

Auf Grund des chemischen Verhaltens, der
Wertbestimmung am isolierten Dinndarme und
derintravenosen Einspritzung lafBt sichalsosagen,
daB Losungen von Cholinchlorid mit einem Ge:-
halt von n/ww HCl sich in Ampullen von braunem
Jenaglas (Violax:Glas) sterilisiert ein Jahr lang
unverandert halten.

Nachschrift Oktober 1924.

Bei Untersuchung der Ampullen C (Jenaglas ohne Salzsiure)
nach mehr als drei Jahren ergab sich, daf} sich die Reaktion
gegentiber Methylrot kaum, gegeniiber Neutralrot nicht gedndert hat.
Wie in den aus reinem Cholin-HCI hergestellten Kontrollésungen trat
auch hier mit Nesslers Reagens ein hellgelber Niederschlag auf;
mit Lauge versetzt, war kein Geruch nach Trimethylamin wahrzu-
nehmen,

Auch die Wirkung am Diinndarm war von gleicher Starke, wie die
ciner aus reinem Cholin:HCI hergestellten Kontrollosung.

Nach mehr als drei Jahren hatte sich also die in den Ampullen
aus Jena-Glas eingeschmolzene Cholinlésung kaum merkbar verdandert.

Neuerdings haben wir von der Firma E. M e r ¢ k nach den obigen
Angaben hergestellte Losungen von Cholin:HCI in Ampullen, sowie
Cholin=HC! in Substanz erhalten, welche bei der Priifung nach den in
dieser Arbeit angegebenen Methoden unseren strengen Anforderungen
entsprachen,

50. D. H. Wester (den Haag, Holland):
Untersuchung iiber die Brauchbarkeit einiger Metalle, des Emails
und des Porzellans bei der Darstellung pharmazeutischer Prdaparate.

Eingegangen am 10. Oktober 1924,

Veranlassung zu folgender kidinen Untersuchung war die
wiederholte Wahrnehmung, daf3 bei der Darstellung von Extractum
Cascara in meiner Apotheke die rotkupfernen Pfannen sichtlich
mehr angegriffen werden, als jene aus Messing. Ubrigens habe ich
schon seit Jahren die Erfahrung gemacht, daf} unsere kupfernen
Apparate, auch wenn sie verzinnt oder gar schwer vernickelt sind,
durch gewisse Pridparate angegriffen werden.

Z weck der Untersuchung war, die Einwirkung gewisser Stoffe
auf Metalle (Legierungen) quantitativ festzustellen.

Es wurde folgende Arbeitsweise angewendet: Aus prima,
1 bis 1'/; mm dickem, Material habe ich Plittchen von 75 cm an-
gefertigt. In diese Plittchen, dercn Oberfliche also etwa 70 gem



