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489. P. A. Levene: Uber das beil der tryptischen Verdsuung
der Gelatine auftretende Prolyl glycin-anhydrid.

[Aus dem Rockefeller-Institute for Medical Research, New York.]

(Eingegangen am 2. August 1910.)

Als Emil Fischer bei der Hydrolyse der Proteine das Vor-
kommen von a-Prolin feststellte, war er der Ansicht, daf ooch Be-
weise zur Lintscheidung der Frage iiber die primire oder sekundire
Herkuoft der Substanz feblten. Es ist mir dann in Gemeinschaft mit
Wallace und Beatty') gelungen, bei der tryptischen Verdauung
der Gelatine das Prolyl-glycin-anhydrid zu gewionen. In diesem Be-
funde konnte man gewissermaflen einen Beweis fiir die primare Her-
Kkunit des Prolins seben. Die Ausbeute an reiner Substanz betrug
etwa 5.0 g auf ein Kilo Gelatipe bei 8-monatlicher Verdauung. Wird
Riicksicht darauf geoornmen, daB Gelatine iiberbaupt sehr wenig van
proteolytischen Enzymen angegriffen wird, so daB Kiihoe und in
jingster Zeit auch Tierfelder der Ansicht waren, daB Gelatine
iiberhaupt nicht verdaut wird, und weiter, daB das Anhydrid wegen
seiner groflen Lédslichkeit in allen Ldsungsmitteln nicht quantitativ
isolierbar war; so wird man finden, daB die Ausbeute eine nicht un-
betrichtliche war. Nup ist aber die Substanz bei 8-monatlicher Ver-
dauung erbalten worden, und es war nicht ausgeschlossen, daB
wihrend dieser Zeit noch sekundire Reaktionen sich abspielen
konoten. Hr. Gebeimrat 1. Fischer hat mich aut diese M3glichkeit
freundlichst aufmerksam gemacht. Es war deswegen wiinschenswert,
den Versuch bei nur kurzdauernder Einwirkung des Enzymes zu
wiederholen. Noch aus einem zweiten Grunde war die Wiederholung
ootig. E.TFischer und Reif?) haben Prolyl-glycin-anhydrid synthetisch
.dargestellt, welches von dem bei der Verdauung eatstandenen sich im
Scbmelzpunkt betriichtlich unterschied, und dieser Unterschied bedurfite
der Erklérung.

Der vorliegende Versuch wurde am 5. August vergangenen
Jahres angésetzt und am 29. August abgebrochen. Das Anhydrid
des Peptids lieB sich dabei ohne Schwierigkeiten darstellen. Es lief3
sich weiter beweisen, dal der Unterschied im Schmelzpuokt zwischen
der synthetischen Substanz und der bei Verdauung aus Gelatine ent-
standenen dadurch verursacht war, dafl die Substanz wihrend der
Kinwirkung des Enzymes eine partielle Racemisierung erlitten hatte.
Die optisch-inaktive Form besitzt eiven uviedrigeren Schmelzpunkt und
eine groflere Loslichkeit im Alkohol-Ather-Gemisch.
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Einige Zeit nach dem AbschluB dieses Experiments ist es
E. Fischer und Buchner?) gelungen, aus Gelatine a-Prolin bei Ba-
rythydrolyse ohne Anwendung der Estermethode zu isolieren und auf
diese Weise den Beweis lir den primiren Ursprung des Prolins zu
erbringen. '

Die Resultate des vorliegenden Experiments k&nnen nun als eine
weitere Bestitigung dieser Ansicht von E. Fischer dienen.

Experimenteller Teil,

Die Substanz wurde nach achtmonatlicher Verdauung gewonnen,
Die Phosphorwoliramsaure-Fraktion, welche das Prolyl-glycin-anhydrid
enthielt, wurde nach den alten Angaben dargestellt. Der Niederschlag
wurde mit Barythydrat von Phosphorwolframsiaure befreit, die Lisung
bei vermindertem Druck eingedampft, mit absolutem Alkohol extra-
hiert und dieser Auszug wieder eingedampft und mit Aceton gefilit.
Das Filtrat wurde wieder zur Sirupkonsistenz: eingedampft, mit Alko-
hol-Ather-Gemisch gefallt und das Filtrat zum Eindunsten stehen ge-
lassen. Es schieden sich bald Krystalle des Anhydrids aus. Diese
wurden einmal ans heiBem Alkohol umkrystallisiert. Die Substanz
hatte das typische Aussehen des Prolyl-glycin-anhydrids. Schmp.
178—180° (korr.).

Drehungsvermigen: 0.3181 g Sbst., in 3 ocm Wasser gelost, Totalge-

wicht 5.2875 g, hatten im 0.5-dm-Rohr ein Drehungsvermdgen von — 1.76°
Mithin

(% = — 55.01° (& 0.019).

Diese Substanz wurde dann mit einem groBen Uberschufl einer
Alkohol-Ather-Mischung (1:3) extrahiert. Das Extrakt wurde ver-
dunstet, und die Substanz der Krystallisation iberlassen. Dieser
Niederschlag wurde wieder mit Alkohol-Ather, extrahiert und der Ans-
zug nochmals der Krystallisation. iiberlassen. . Schmp; 168—170° (karr.).

Drehnngsvermogen: ©.1619 g Sbet, in. 10 com Waseer gelost. Gesamt-
gewicht 10.11 g. Drehungsvermogen bei Natriumlicht im 0.865-dm-Rohr
— 0.080. Mithin _

(a]® = — 5.71° (£ 0.01°).

Die Substanz hatte die folgende Zusammensetzung:

0.1232 g Sbst.: 0.2450 g COy, 0.0727 g H,0.
C1H100’N1. Ber.-C “.54, ‘B 648,
Gef. » 54.24, o 6.60.

Damit ist erwiesen worden, daB bei langdauvernder Verdauung
wit Trypsin ein Teil des Anhydrids optisch inaktiviert wird. Es ist
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moglich, daB dies durch die Einwirkung des Alkalis verursacht ist.
Fir das zweite Experiment war 1 kg Gelatine in 101 0.25-prozen-
tigem Ammoniakwasser mit 15.0 g Trypsin (Trypsinum purissimum
Griibler) der Verdauung iberlassen worden. Jeden dritten Tag
wurden 5.0 g Trypsin zugegeben, bis die gesamte Zugabe 50.0 g er-
reicht hatte, Die Verdauung dauverte vierundzwanzig Tage. Die
weitere Behandlung war die gleiche wie beim vorigen Experiment, die
Ausbeute betrug 6.0 g an analysenreiner Substanz. Die Zusammen-
setzung war die folgende:

0.1500 g Sbst.: 0.2995 g CO,, 0.090 g H;O.

C1H|00’N2. Ber. C 54.54, H 6.48.
: Gel. » 5445, » 6.66.

Die Substanz besal den Schmp. 212° (korr.} und das folgende
Drehungsvermdgen:

0.2500 g Sbst. in 4.0 ccm Wasser gelost. Gesamtgewicht 4.260 g. Spez.
Gew. 1.018. Drehte im 1-dm-Rohr — 10.7%. Mithin

[a)® = — 168.95° (& 0.019).

Die syothetisch von Fischer und Reif dargestellte Substanz
besall das Drehungsvermdgen von [aﬁ())= — 217.40° und dem Schmp.
2170

Mithin ist bei kiirzer dauernder Verdauung auch die Inaktivierung
nicht so weit fortgescbritten.

400. Donald D. van Slyke: Bine Methode
zur quantitativen Bestimmung der aliphatischen Amino-
gruppen; -einige Anwéndungen derselben in der Chemie
der Proteine, des Harns und der Enzyme.
[Aus dem Rockefeller-Institute for Medical Research, New York.)
(Eingegangen am 1. Oktober 1910.)

I. Prinzip der Methode.

Es ist seit langem bekanot, daB aliphatische Aminogruppen mit

galpetriger Siure nach der Gleichung
R.NH; +~ HNO; = R.OH + H;0 + N;

reagieren. Da der Stickstoff sich gasformig entwickelt und das System
verliBt, sollte die Reaktion quantitativ von links nach rechts gehen,
was auch zutrifft. Sachs und Kormann haben bereits vor 35 Jahren
die Reaktion zur Grundlage einer Methode fiir Aminogruppen-Bestim-





