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Uber das Desamidokasein

von

Zd. H. Skraup und Ph. Hoernes.

Aus dem chemischen Institute der Universitdt Graz.

(Vorgelegt in der Sitzung am 10. Mai 1906.)

Nach édlteren Untersuchungen von H. Schiff! und C.Paal?
spalten Eiereiweif}, beziehlich Pepton und Glutin, mit salpetriger
Saure behandelt, Stickstoff ab. Dasselbe ist nach H. Schrotter?
bei den Albumosen der Fall. Schiff nimmt an, daB der aus-
tretende Stickstoff einer CONH,-Gruppe entstammt, und zwar
deshalb, weil der neu entstandene Stoff die Biuretreaktion nicht
mehr zeigt. Paal wieder ist der Ansicht, da Aminogruppen
zerstdrt worden sind. Wir haben dhnliche Untersuchungen mit
dem Kasein ausgefiihrt und werden im hiesigen Institut diese
Untersuchungen auch noch auf andere Proteine ausgedehnt.

Die Voraussetzungen hiebei sind folgende: Wird ein Pro-
tein mit salpetriger Sdure behandelt und hierauf hydrolisiert,
so mufl aus den entstehenden primiren Spaltungsprodukten
einmal festzustellen sein, ob die Annahme von Schiff oder die
von Paal richtig ist.

Denn wurden lediglich Amidogruppen verdndert, dann kann
das mit salpetriger Sdure zuvor behandelte Protein hydrolisiert
keine anderen Amidosauren etc. geben als das nicht desamidierte.
Reagiert die salpetrige Sdure ausschlieilich, oder aber neben-
her mit Aminogruppen, dann werden jene Reste,' die hiebei
sich umsetzen, voraussichtlich NH, gegen OH austauschen

1 Berl. Ber., 29, II, 1354 (1896).
2 Ebenda, 29, 1084 (1896).
8 Monatshefte fiir Chemie, 9, 211 (1898).
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und bei der Hydrolyse werden andere primére Spaltungsstiicke
entstehen als bei der Hydrolyse des urspriinglichen Proteides.
Statt Aminosduren konnten Oxysduren, statt Diaminosiuren
entweder Dioxysduren oder Oxyaminoderivate auftreten u.s. w.

Aus diesen desamidierten Spaltungsstiicken lassen sich
Riickschlizsse auf die Konstitution des Proteins ziehen, d. h.
feststellen, welche seiner Spaltungsstiicke nicht in peptidartiger
Bindung stehen, sondern derartig verkniipft sind, dafi eine oder
die andere NH,-Gruppe noch frei vorhanden ist.

Um einen Uberblick zu erhalten, wurden verschiedene
Proteine bei vollstindigem Luftabschluf und unter Bedin-
gungen, bei welchen Hydrolyse ausgeschlossen wére, mit
salpetriger Sdure behandelt und der Stickstoff gasometrisch
bestimmt.

Es hat sich hiebei gezeigt, dal die so ermittelten Stickstoff-
mengen viel groBier sind, als sich aus der Analyse der Desamido-
verbindungen berechnet. Es ist deshalb wahrscheinlich, daf
sekundidr doch Hydrolyse stattgefunden hat und Aminosduren
mit salpetriger Saure reagiert haben.

Die Analyse des Desamidokaseins, welches in dieser Mit-
teilung beschrieben wird, hat andere Resultate ergeben, als
Schiff beim desamidierten Ovalbumin erhalten hat. Die Ab-
nahme im Stickstoffgehalt ist beim Kasein eine minimale und
innerhalb der Fehlergrenze fallend. Es ist nicht wahrscheinlich,
dafi neben der Desamidierung eine Nitrosierung stattfindet, denn
das Desamidokasein gibt die Liebermann’sche Reaktion nicht.

Dafiir ist eine merkliche Abnahme im Kohlenstoffgehalt
eingetreten. Der Schwefelgehalt hat sich so gut wie nicht
gedndert, Phosphor ist allerdings zum Teil ausgetreten, aber
es ist etwa ein Viertel des urspriinglichen Gehaltes noch vor-
handen. Zieht man nun weiter in Betracht, daf§ regelméflig drei
Viertel des in Reaktion getretenen Kaseins in Form des Des-
amidokaseins erhalten wurden, ist die Annahme berechtigt,
daf3 letzteres nicht durch tiefergehende Spaltung entstanden ist
und dem Kasein noch recht nahe steht. Ein Vergleich der
prozentischen Zusammensetzung und der Atomverhiltnisse
zwischen Desamidokasein und Kasein ist im experimentellen
Teile gezogen.
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Von dem Kasein unterscheidet sich das Desamidokasein,
abgesehen von der Zusammensetzung, dadurch, dafi es auch
bei vorsichtigster Darstellung gelb, meist aber gelblichbraun
gefdrbt und in Mineralsduren viel schwerer 16slich ist. Auch
Alkalien 16sen schwierig. Bei sehr vorsichtigem Schiitteln mit
sehr verdiinnter Lauge 16st es sich zunéchst, ein kleiner Uber-
schuff von Lauge fillt das Alkalisalz -als gelatindse Masse
aber aus.

Das Desamidokasein gibt keine Biuretreaktion. Dabei
kommt freilich in Betracht, daff die Losung in Alkalien selbst
gelblichbraun gefarbt ist. Auch die Millon’sche Reaktion bleibt
aus. Damit steht wohl im Zusammenhang, dafi unter den
Produkten der Hydrolyse Tyrosin nicht auftritt.

Nach energischer Hydrolyse waren Adtherldsliche Sduren
nicht nachzuweisen. Bei lang anhaltender Extraktion mit
Ather gingen in diesen nur sehr geringe Mengen iiber, die
reichlich Stickstoff enthielten und beim Stehen allméhlich
Kristalle ansetzten, die nach ihren Reaktionen Oxalsédure waren.
Ganz dasselbe wurde aber auch beobachtet, als nicht desami-
diertes Kasein in derselben Weise gepriift wurde.

Die Hydrolysierungsfliissigkeit wurde nach der Vorschrift
von E. Fischer auf Ester verarbeitet, die durch Ather von den
Estern befreite alkalische Fliissigkeit durch Alkohol von anorga-
nischen Salzen befreit und dann mit Phosphorwolframséure
gefallt.

Die Untersuchung der Ester zeigte keine besonders auf-
fallenden Erscheinungen. Nachgewiesen wurde Pyrolidincarbon-
séure, Leucin, Aminovaleriansdure. Sehr wahrscheinlich ist das
Auftreten von Isoleucin. Glycocoll war nicht mit Sicherheit
nachzuweisen. Alanin war nicht aufzufinden. Vermutlich ist
ein Unfall daran schuld.

Von Histonbasen wurde Histidin in ungefdhr derselben
Menge erhalten wie aus dem Kasein selbst, Arginin in viel
geringerer; Lysin tritt {iberhaupt nicht auf. Dieses negative
Ergebnis wurde bei wiederholten und verschiedentlich abgeédn-
derten Versuchen immer wieder erhalten.

Glutaminsiure entsteht daflir wieder in derselben Menge
wie aus Kaseln und dasselbe gilt vom durch Sduren abspalt-
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baren Ammoniak. Auch Kasein- und Kaseansdure wurden
ungefdhr in derselben Menge erhalten, als sie aus dem Kasein
entstehen.

Es wollte nicht gelingen, den Stoff zu isolieren, der durch
die Umwandlung des Lysins entsteht, die nach dem Mitgeteilten
bei der Einwirkung der salpetrigen Saure anzunehmen ist.

Die angefiihrten Ergebnisse lassen sowohl in negativer
wie in positiver Richtung einige Schliisse zu.

Das vollige Ausbleiben von Oxysduren bei der Hydrolyse
des desamidierten Kaseins sowohl wie das qualitativ und
quantitativ nahezu unverénderte Auftreten der meisten Amino-
sduren zeigt, daB diese im Kaseinmolekiil in einer Form, bei
welcher die Aminogruppe frei vorhanden ist, im allgemeinen
nicht gebunden sind, hievon auszunehmen sind aber bestimmt
das Lysin, vielleicht ein Teil des Arginins und das Tyrosin.

Dieser negative Befund, das Lysin betreffend, gewinnt an
Interesse dadurch, dafi er bei der Hydrolyse von Glutin, welches
mit salpetriger Sdure »desamidiert« worden ist, auch gemacht
wurde. Dariiber wird gleichzeitig eine besondere Mitteilung
gemacht.

Es werden im hiesigen Institute auch andere Proteine in
dieser Richtung untersucht.

Experimenteller Teil.

Das Kasein ist in Wasser und verdlinnten Mineralsduren
sehr schwer 18slich, infolgedessen war es von vornherein wahr-
scheinlich, daf} salpetrige Sdure auf in Wasser oder verdiinnten
Sduren suspendiertes Kasein schwer einwirken wird. Es 148t sich
mit Hiife von Essigsédure aber unschwer und unter Bedingungen
in Losung bringen, bei welchen eine Hydrolyse nur ganz unter-
geordnet eintreten wird. Dies wurde zuerst dadurch erreicht,
dafl 100 g Kasein mit 140 e’ Eisessig unter starkem Schiitteln
iibergossen, dann eine halbe Stunde am Wasserbad erwérmt,
dann 27 kochendes Wasser zugefigt und unter hidufigem
Umschiitteln erwdrmt wurde. Es ging dann fast alles in
Losung. Spéter stellte es sich als vorteilhafter heraus, das
Kasein in die 27 kalten Wassers unter mdglichst heftigem
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Schiitteln allmahlich einzutragen, dann den Eisessig zuzufiigen,
worauf dann bei schwachem Erwirmen in viel kiirzerer Zeit
Losung eintrat.

Nach volligem Erkalten wurden im Verlauf einer Stunde
80 ¢ Natriumnitrit in 17 Wasser gelost, langsam zuflie@ien
gelassen, wobei der Kolben verschlossen gehalten und ein
langsamer Kohlendioxydstrom durch die Fliissigkeit geleitet
wurde. Schon nach Zutropfen von wenig Nitrit fiel ein weifler
Korper aus, der sich aber wie die Fliissigkeit nach einigem
Stehen gelb farbte. Dabei trat erhebliche Gasentwicklung ein.

Es wurde 4 Stunden stehen gelassen und dann am Wasser-
bad so lange erwidrmt, bis die Gasentwicklung vollig zu Ende
war, Starkes Schaumen machte sehr grofie (107 fassende)
Kolben nétig.

Beim Erwarmen fdrbte sich Niederschlag und Flissigkeit
bedeutend dunkler, der erstere wurde kdrnig. Es wurde sodann
noch heifl auf Leinwand abgesaugt, zuerst mit heiflem, dann
mit kaltem Wasser gewaschen, bis das Filtrat nicht mehr gegen
Lackmuspapier reagierte. Das noch mit Alkohol gewaschene
Reaktionsprodukt (aus 100g Kasein in der Regel 70g) wurde
an der Luft getrocknet.

Aus dem gelblichen Filtrat gelang es, weder durch Aus-
salzen mit Ammonsulfat noch durch Fillen mit Phosphor-
wolframsdure Stoffe zu isolieren. Ausithern sowie Versuche,
auf dem Wege einer Benzoylverbindung deffinierbare Korper
zil isolieren, gaben ebensowenig Resultate.

Das Reaktionsprodukt enthdlt noch etwas Fett aus dem
Ausgangsmaterial.l

1654 g Substanz gaben, mit ausgegliihtem Quarzsand zerrieben und 2 Stunden
lang im Soxhletapparat mit Ather extrahiert, 0+0060 g Fett.

In 100 Teilen:

1 Kiufliches Kasein (Hammarsten) gab beim Extrahieren mit Ather
erhebliche Mengen Fett ab.

300 g Kasein gaben 2°25 g Fett.
In 100 Teilen:

46%
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In der Folge wurde das kaufliche Kasein vor der Nitro-
sierung dreimal mit der fiinffachen Menge Ather auf der Ma-
schine je eine Stunde geschiittelt, worauf neuer Ather beinahe
keinen Riickstand hinterlies.

8-2548 g derart behandeltes Kasein gaben beim Extrahieten 0°0022 g Riivk-
stand. )

In 100 Teilen:
Riickstand.,........ 0-067.

Der aus entfettetem Kasein mit salpetriger Sdure erhaltene Kérper gab folgenden
Wert: 2:5826 g gaben 0°0019 g dtherldsliche Substanz.

In 100 Teilen:
Riickstand. ......... 0-073.

Zu den Analysen wurde bei 100° im Vakuum getrocknet.
Die Verbrennung wurde nach Lippmann-Fleifiner vor-
genommen, die Substanz im Schiffchen mit Blei-Kaliumchromat
gemischt.

0-8427 g gaben 0:6401 g CO, und 0-2100 g H,O0.

0°4402 g gaben 60- 8 cm3 feuchten N bei #==20° und 730 mm.

1-6447 g gaben nach Osbornel 0°0830 g BaSO, und 0-0261 g Mg,Py0;.
1+3758 g gaben 0:0230 g MgoPy0;.

In 100 Teilen: Fiir Kasein in Cohnheim’s
Lehrbuch der Eiweifichemie
Gefunden angegebene Zahlen
Cuovivnnnnnn 50-94  — — — 52°96 bis 540
H.......... 6-85 — — — 704 » 7-13
N.oooeoooo — 15-09 — — 156 » 1591
Soeviiiian — — 0-69 — 075 » 0-82
Poooooil. — — 0-44 0-47 0-847

Eine Untersuchung auf lose gebundenem Schwefel nach
Osborne? ergab quantitativ kein positives Resultat.

5 g des analysierten Desamidokaseins wurden mit je
100 cme® 96 prozentigem Alkohol durch je eine Stunde dreimal

1 Thomas Osborne, Zeitschrift fiit analytische Chemie, 1902, p. 25
und 26.



Uber das Desamidokasein. 637

ausgekocht. Die gelb gefdrbten alkoholischen Ldsungen gaben,
eingedampft, folgende Riickstdnde: 0°0685 g,  0°0440 g,
0-0110g. ,

Der ausgekochte Kérper wurde zu den Analysen bei 135°
im Vakuum getrocknet. Verbrannt wurde im offenen Rohr
im Erlenmeyerofen; Substanz im Schiffchen mit Blei-Kalium-
chromat gemischt.

02532 g gaben 0°4801 g CO, und 0-1593 g H,0.

0°+23827 g gaben 0-4436 ¢ CO, und 0-1438 g Hy0.

0-2731 ¢ gaben 367 cm3 N iiber 509/y KOH bei #==17° und 7215 mm.
2:0117 g gaben 0-1202 ¢ BaSO, und 0°0142 g Mg,P,0,.

19312 ¢ gaben 01050 & BaSO,.

24682 g gaben 0:0236 & MgyPy0;.

In 100 Teilen:

Couvevennnnn 51-71 5199  — — —
1 D 7°04 691  — — —
N — — 1519 — —
S it — — —  0°824 0-746
Poviennn o — — — 0196 0°266

Durch das Auskochen mit Alkohol ist der Kohlenstoff-
gehalt etwas gestiegen, der Phosphorgehalt erheblich gefallen,
wihrend die iibrigen Bestandteile kaum geindert worden sind.

Die "Analysen, die mit dem mit Alkohol ausgekochien
Material ausgefiihrt sind, verdienen natiirlich mehr Zutrauen.

Rechnet man nun aus der prozentischen Zusammen-
setzung des Desamidokaseins das Atomverhiltnis, bezogen auf
Schwefel = 1 und rechnet man dasselbe fiir das Kasein, in-
dem man dabei das Mittel der Zahlen, wie sie in Cohnheim’s
»Eiweilkorper« aufgenommen sind, zu Grunde legt, so erhilt
man

Kasemn.............. C 222, H353, N56, P1-5 068,S1,
Desamidokasein...... C 216, H 349, N54, P0-4, 0 78, S 1.

Aus dem Vergleich der zwei Zahlenreihen geht hervor,
dafi eigentlich nur im Phosphorgehalt eine wesentliche Ande-
rung eingetreten ist. Der Kohlenstoff- und der Wasserstoff-
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gehalt ist fast unverdndert, der Sauerstoffgehalt aber etwas
gestiegen. Der Stickstoffgehalt ist so wenig gefallen, daff der
Abfall innerhalb der Versuchsfehler liegt. Es wire deshalb
der Name Desamidokasein nicht begriindet, wenn nicht der
Umstand, daff ein normales Spaltungsprodukt des Kaseins,
das Lysin, im Desamidokasein nicht vorhanden ist, am ein-
fachsten durch eine Desamidierung zu erkliren wire.

Aus der Zusammensetzung des Desamidokaseins geht
weiter hervor, dafl es dem Kasein noch ziemlich nahe stehen
diirfte.

Bei seiner Darstellung wird es in Mengen von 70%/, des
angewendeten Kaseins erhalten. Ob die fehlenden 309/, darauf
zurlickzufiihren sind, dafl ein leichter 16sliches Nebenprodukt
entsteht, welches noch albuminoiden Charakter hat, oder ob
sekundar tiefergehende Hydrolyse eingetreten, ist mit Sicher-
heit nicht zu entscheiden. Der Verlauf einiger gasometrischer
Versuche spricht fiir die letztere Annahme. .

Gewogene Mengen von Kasein wurden in essigsdure-
haltigem Wasser in einem Kolben geldst, der mit einem Kohlen-
sdureapparat in Verbindung stand und in dén durch einen
Tropftrichter Nitritldsung zugefligt werden konnte. Ein Ent-
bindungsrohr tauchte unter ein mit konzentrierter Kalilauge
gefiilites Mefirohr.

Die Luft wurde zunidchst mit Kohlensdure verdrangt,
hierauf die Nitritlésung zugegeben, nach einiger Zeit im
Wasserbade erwdrmt und schiiefilich der Kolbeninhalt durch
Kohlensdure wieder vollstdndig verdrdngt.

k Die in der Gasburette aufgefangene Luftart wurde mit
einer gesittigten Eisenvitriollssung geschiittelt, bis keine Raum-
abnahme eintrat.

0-6780 ¢ trockenes Kasein, in 50 cm3 Wasser und 1 cm? Eisessig geldst,
mit 0-3 g Natriumnitrit in 10 cm® Wasser versetzt, gaben 96 cm? Gas, nach
dem Schiitteln mit Eisenvitriol betrug es 296 cm® bei 26°( und 733 mm =
0-0287 ¢ N.

Die Hilfte desselben stammt von der salpetrigen Sdure her; aus dem
Kasein sind also 0-0144g, das sind 20/, des Kaseins und 130/0 dessen
Gesamtstickstoffs ausgetreten. i

Bei einem zweiten Versuch wurden in derselben Weise 03776 g Kasein
mit 0°6 g, also viel mehr Natriumnitrit behandelt. Gas iiber Kalilauge war
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108 em3, nach Absorption mit Vitriol 10°8 cm3 bei 26° und 731 mm Druck.
Daraus berechnet sich 150/, Stickstoff, auf das Kasein berechnet: 9:99/, des
Gesamtstickstoffs.

Da das Desamidokasein fast denselben Stickstoffgehalt hat wie das
Kasein, kann der hohe Betrag von abspaltbarem Stickstoff nur auf sekundire
Reaktionen zuriickgefiihrt werden.

Auch bei anderen Proteiden fanden wir einen so hohen Betrag von gaso-
metrisch aufgefangenem Stickstoff.

Desamidokasein ist hell gelbbraunlich, mitunter aber auch
dunkler. Frisch dargestellt und noch feucht ist es meist heller
gelb gefarbt, beim Trocknen verschwindet der gelbe Farbenton
und tritt die braunliche Farbung hervor.

Es gibt weder Biuretreaktion noch die Millon’sche Reaktion
und unterscheidet es sich vom unveranderten Kasein auch
durch die erheblich verringerte Loslichkeit in Alkalien und
Séuren. Die Liebermann’sche Reaktion mit konzentrierter Salz-
sdure tritt ein, jedoch mit entschiedener Braunfirbung der
Flissigkeit. Erst nach ldngerem Kochen mit konzentrierter Salz-
sdure ist kein Unterschied mit Kasein mehr wahrzunehmen.

Das Desamidokasein 16st sich in verdiinnter Natronlauge
schwierig mit gelbbrauner Farbe auf, bei weiterem Zusatz von
Lauge erstarrt die Fliissigkeit zu einer braunlichen Gallerte,
welche wohl als das Natronsalz anzusehen ist.

Hydrolyse des Desamidokaseins.

170 g wurden mit 1275 cm’® 36 prozentiger Salzsdure am
kochenden Wasserbade 12 Stunden lang hydrolysiert, von der
Uiberschilssigen Sdure durch Destillation unter vermindertem
Druck groftenteils befreit und mit Wasser auf 500 cm® ver-
diinnt. Es wurde sodann finfmal, im ganzen mit 1200 cm?
Ather ausgeschiittelt. Der Ather hinterlief 1-52 ¢ Riickstand,
der im wesentlichen aus Oxalsiure bestand, was durch die
Bildung des unidslichen Kalksalzes ermittelt wurde. Kleine
Mengen von Oxalsdure traten auch auf, als Kasein als solches
mit Salzsdure hydrolisiert und, wie oben beschrieben, behandelt
wurde. _

Das durch Ausidthern von der Oxalsdure befreite Hydroly-
sierungsgemisch wurde mit Wasserdampf destilliert und dabei
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sechs Destillate von je zirka 500 cm® aufgefangen. Sie reagierten
sauer und enthielten Salzs#ure.

Die sauren Losungen wurden mit gefilltem reinen Kalzium-
carbonat neutralisiert und eingedampft.' Dabei wurden sehr
geringe Mengen kristallisierender Substanzen erhalten, die sich
als anorganisch erwiesen.

1 k¢ Kasein wurde auf Desamidokasein verarbeitet und
dieses (700 g) in funf Teilen mit je 1-5 / rauchender Salz-
sdure durch 12 Stunden auf kochenden Wasserbidern hydro-
lysiert. Im Vakuum wurde der grofite Teil der Salzsdure
abdestilliert, dann der {ibrigbleibende Sirup mit 37 96prozer1-
tigem Alkohol aufgenommen und mit Salzsduregas verestert.
Nach Wiederholen dieser Operation mit absolutem Alkohol
wurden die in Ather léslichen Ester nach dem von Fischer?
angegebenen Verfahren abgetrennt und unter vermindertem
Druck fraktioniert destilliert. Destilliert wurde zundchst aus
dem Wasser-, dann aus dem Olbade; die Vorlage wurde mit
Ather und fester Kohlensdure gekiihlt. Die vereinigten Ather-
riickstdnde wogen 284 g. Es ergaben sich folgende Fraktionen:

Druck Temperatur Gewicht

N 32 mm bis 35° 27¢
I 21 35 bis 55° 14
111 P 12 55 » 80 17
Vo oo 12 80 » 90 75
Vo 16 9 » 110- . 15
1 SO 20 110 » 120 7
VII..oooooe a0 20 120 » 130 4

Summe der destillierten Ester.... .. 159 7

Ritckstand.........cocvvuvinnen 80 ¢

E. Fischer? erhielt aus 1 kg Kasein folgende Fraktionen
bei 10 mm Druck:

1 E. Fischer, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 33, 151.
2 E. Fischer, ebenda, 33, 155.
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Aus Desamidokasein
berechnet sich flir 1000 Teile

40 bis 55°........ 14g bis 35°........ 38 g
55 ». 85 ........ 14 35 » 55 ........ 20
85 > 80 ........ 25 55 > 80 ........ 25
80 » 85 ........ 165 80 > 90 ........ 107
85 » 110 ........ 18 90 » 100 ........ 21
110 » 120 ........ 40 110 » 120 ........ 10
120 » 130 ........ 28 120 » 180 ........ 6
130 » 160 ........ 8

Summe. . .312 ¢ 2274

Wenn man in Riicksicht zieht, daf die von E. Fischer
angegebenen Ausbeuten nur bei ganz besonders sorgfaltigem
Arbeiten zu erzielen sind und in der Regel nicht erreicht
werden, so kommt die Minderausbeute beim Desamidokasein
nicht besonders in Betracht. Die relativen Mengen stehen im
wesentlichen in Ubereinstimmung.

Die so erhaltenen Esterfraktionen wurden kochend ver-
seift, und zwar I bis III durch sechsstiindiges Kochen mit
Wasser, IV und V mit {iberschiissigem Baryumhydroxyd.

Esterfraktion L

Sie enthielt iberwiegend Alkohol und Ather. Die nach dem
Verseifen mit 135 cm® Wasser eingedampfte Losung hinterlief3
einen kristallisierenden Riickstand von 1°7 g.

Dieser wurde in der dreifachen Menge absoluten Alkohols
geldst und mit Salzséuregas in der Kailte gesittigh! Beim
Stehenlassen in ‘Eis zeigte sich aber nur duflerst geringe
Kristallisation, die nicht einmal zur Bestimmung des Schmelz-
punktes ausreichte, wodurch das Fehlen erheblicherer Mengen
von salzsaurem Glycocollester erwiesen erscheint. Vermutlich
war Alanin der Hauptbestandteil. Durch einen Unfall war die
weitere Untersuchung unmdglich geworden.

Esterfraktion IL

Sie wurde mit 70 cm® Wasser verseift. Die eingedampfte
Lésung hinterlie 3 g Kristalle, die, umkristallisiert, eine Kristalli-
sation von 282° Schmelzpunkt gaben, die sich, ins Kupfersalz
verwandelt, durch ihre Schwerldslichkeit als Leucin erwies.

1 Nach E. Fischer, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 35, 230,
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Aus den Mutterlaugen des Leucins gelang es, nach Ver-
wandeln in Kupfersalze durch fraktionelles Eindampfen ein in
Alkohol nicht 18sliches Kupfersalz zu erhalten, dessen Analyse
sich dem fiir Pyrrolidincarbonséure berechneten Werte nédhert.

0°1265 g gaben 0-0371 g CuO.

In 100 Teilen: Gerechnet fiir
Gefunden CoH gNg0,Cu
N, e’ [ SRS ——
Cu.ovnnns 2343 225

Dem Alaninkupfer dhnliche Fraktionen wurden nicht auf-
gefunden.

Esterfraktion III

Nach Verseifen mit 125 cm® Wasser wurden durch frak-
tioniertes Eindampfen fiinf Kristallisationen erhalten, deren
Schmelzpunkte und Mengenverhiltnisse folgende waren:

I I 111 v \
270° 275° 257° 256° 248°

———
05g 27g 4:6g 0'8¢g
Die Fraktionen II, III mit IV und endlich V wurden
durch Kochen mit gefdlltem CuO in Kupfersalze verwandelt.
Aus II ergab sich durch fraktionelles Eindampfen der
Lésung Leucinkupfer als schwerstloslicher Bestandteil.

0-3166 g gaben 0°5750 ¢ CuO.

In 100 Teilen: Gerechnet fiir
Gefunden Cy9Hg, 09N, Cu
N — N——_ ——
Cu..oovuves 18-93 19:65

In den vereinigten Fraktionen III und IV fand sich als
schwerstldslicher Kdrper Leucinkupfer, das durch fraktionelles
Eindampfen entfernt wurde. Als die Mutterlauge davon zur
Trockene eingedampft und der Rickstand mit Alkohol aus-
gekocht, die alkoholische Lodsung eingedampft wurde, ergab
sich ein dunkelblaues Kupfersalz von den Eigenschaften und
der Zusammensetzung des Isoleucinkupfers.
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0-3098 g gaben 0°0760 g CuO.

In 100 Teilen:

Gerechnet fiir

Gefunden C1oHgyN,0,Cu
e, ! N —— e’
Cu.iennn.. 1960 19-65

Aus den Mutterlaugen des Leucins wurden nach Entfernen
der alkoholldslichen Anteile in Wasser leichter 18sliche Kupfer-
salze erhalten, von denen zwei nahestehende Fraktionen in
ihrer Zusammensetzung sich dem aminovaleriansauren Kupfer
ndhern.

I. 0-1064 g gaben 0°0279 ¢ CuO.
I1. 0-1870 g gaben 00512 ¢ CuO.

In 100 Teilen:

Gefunden Gerechnet fiir
—— CyoHsoN,0,C
I I 10120482 Yg Wl
Cavovivnnn. 2095 21-87 2151

Das 21-8%, enthaltende Kupfersalz gab nach Zersetzen
mit Schwefelwasserstoff und Eindampfen eine Kristallisation,
deren Analysenzahlen sich denen der Aminovaleriansidure
ndhern. Weitere Reinigung war hier bei den gerihgen Substanz-
mengen unmoglich.

01497 g. getrocknet, gaben 0°2770 & CO, und 0-1240 g H,0.

In 100 Teilen:

Gerechnet fiir

Gefunden CgH,{NOy
N —
Convnnnnn 50°70 51-28
Hooooooooaon 9-31 9-40

Aus Fraktion V wurde ein dem pyrrolidincarbonsauren
Kupfer dhnelndes, in Alkohol 18sliches Kupfersalz erhalten.

0+2602 g gaben 0-0751 g CuO.

In 100 Teilen:
Gerechnet fiir
Gefunden CyoH14N;0,Cu

R R e
Cu......... 23+06 22-5



644 Zd. H, Skraup und Ph. Hoernes,

Esterfraktion IV,

Sie wurde mit 110 g Ba(OH),, geldst in 1000 cw® H,O,
verseift, das Baryum mit Schwefelsdure genau entfernt und
sodann fraktionell eingedampft.

Die recht erheblichen Kristallisationen erwiesen sich durch
Aussehen, Schmelzpunkt und Loslichkeit als Leucin. Die
Mengen betrugen 22 g vom Fp. 276°, der nach Umkristallisieren
aus Wasser auf 280° stieg, 11 g vom Fp. 269° und ver-
schiedene Fraktionen in der Gesamtmenge von 5 ¢ aus den
Mutterlaugen von etwas niedrigeren Schmelzpunkten 269
bis 252°,

Die Hauptfraktion des Leucins. wurde ins Chlorhydrat
verwandelt und dieses dreimal aus verdiinnter Salzsdure um-
kristallisiert. Es hatte exsikkatortrocken den Schmelzpunkt 218°.

0°2774 g gaben 02373 ¢ AgClL

In 100 Teilen:

Gerechnet fiir

Gefunden CgH, 4 NO,Cl1
B P — [ —
Clooooiiinin o 21415 21-15

In Salzsdure von 23+66°/, wurden bei einer Konzentration
von 6-488 g in 100 cm® Losung und einer Dichte von 1-103 im
Dezimeterrohr bei Natriumlicht eine Drehung von +-1-067°

gefunden:
[a]p = +14-57°.

Schulze und BoBhard?! geben [a]lp = +17-3° an. Das
geringere Drehungsvermdgen diirfte durch die Anwesenheit von
Racemkérper in der untersuchten Substanz herriithren.

Auch die Esterfraktion V enthielt gr6fiere Mengen von
Leucin.

Bei Fraktion VI und VII wurde von einer weiteren Unter-
suchung wegen zu geringer Substanzmengen abgesehen.

Die Untersuchung der in Ather Islichen Ester des Des-
amidokaseins ergab im wesentlichen also dieselben Resultate,
die E. Fischer beim Kasein selbst gefunden hat.

1 Schulze und BoBhard, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 10, 140.
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Das Gemisch von Kaliumcarbonat, Natronlauge und 4ther-
unldslichen Estern, das nach dem Entfernen der dtherloslichen
Esterzurlickblieb, wurde mit konzentrierter Salzsdure angesiuert
und stark eingedampft, das auskristallisierte Chlorkalium und
Chlornatrium auf Leinwand scharf abgesaugt, mehrmals mit
Alkohol angerieben, wieder abgesaugt und dieses Verfahren
so lange fortgesetzt, bis fast keine organische Substanz in den
Salzmassen nachweisbar war. Die vereinigten Filtrate gaben
nach weiterem Konzentrieren erneute Kristallisationen an-
organischer Natur, die ebenso entfernt wurden.

Schliefllich wurde im Vakuum stark eingedampft, mit
Wasser aufgenommen und nach ldngerem Erwidrmen mit der
durch einen Vorversuch ermittelten Menge von Phosphor-
wolframsdureldosung in der Hitze vollstindig ausgefillt. Es
waren 4400 cm® 50 prozentiger Phosphorwolframsdure not-
wendig. Der Niederschlag wog feucht 2280 g.

Nach dem Erkalten wurde vom 0lig ausgeschiedenen
Phosphorwolframat abgegossen, die Losung stark eingedampft
und nochmals mit 1500 cm?® 50 prozentiger Phosphorwolfram-
sdure gefillt. Die Fallung betrug feucht 755 g.

Aus dem Filtrat der letzten Fillung wurde die Phos-
phorwolframsdure mit Baryumhydroxyd, dieses mit Kohlen-
dioxyd entfernt.

Das abfiltrierte Baryumphosphorwolframat und Baryum-
carbonat wurde zweimal mit je 11/, 7 10prozentigem Ammoniak
ausgekocht, wobei nach Eindampfen nicht kristallisierende
Sirupe erhalten wurden, welche mit Millon’schem Reagens keine
Farbung gaben; Tyrosin ist also nicht vorhanden.

DasFiltrat von denBarytniederschldgen ergab, eingedampft,
eine Kristallisation, welche die Tyrosinreaktion mit Millon-
schem Reagens wieder nicht gab. Die Kristallisation wurde mit
Wasser angerieben, abgesaugt, in heiflem Wasser geldst und
mit Tierkohle entfirbt. Sie hatte die Eigenschaften von Leucin.
Der Schmelzpunkt lag bei 279°.

Das Filtrat dieser letzten Kristallisation wurde nun ganz
in derselben Weise weiter behandelt, wie es der eine von uns
fir die Gewinnung von Kasein und Kaseansdure angegeben hat.



646 Zd. H. Skraup und Ph. Hoernes,

Die chlorhéiltigen Kupfersalze lieien sich unschwer in
einen durch Alkohol relativ leicht féllbaren Anteil von blau-
griiner Farbe und in einen in verdiinntem Wéingeist ziemlich
leicht, nicht aber in absolutem Alkohol I6slichen von laub-
griiner Farbe zerlegen, die durch fraktioniertes Umféllen weiter
gereinigt wurden, wobei nicht unerhebliche Mengen von in
Wasser sehr schwer loslichen Kupfersalzen abgetrennt wurden.

Aus dem blaugriinen Kupfersalz wurden nach Ausfillen
des Kupfers mit Schwefelwasserstoff und der Salzsdure mit
Silberoxyd und Konzentrieren zum dlnnen Sirup 3g einer
Kristallisation erhalten, die in den Eigenschaften mit der Kasean-
sdure Ubereinstimmt und aus dem laubgriinen Kupfersalz nach
derselben Behandlung 35 g einer Kristallisation von den Eigen-
schaften der rohen Kaseinsdure.

Die Mutterlaugen lieferten bei freiwilliger Verdunstung
weitere Mengen.

Untersuchung auf die Histonbasen.

Diese wurde nach dem von Kossel und Kutscher an-
gegebenen Verfahren! einmal bei Salzs#dure- und einmal bei
Schwefelsdurehydrolyse durchgefiihrt. In beiden Féllen wurde
duflerst wenig Arginin und gar kein Lysin erhalten. Im Gange
der Unfersuchung zeigten sich sonst keine weiteren Unter-
schiede mit dem gewOhnlichen Kasein, das zum Vergleich der-
selben Untersuchung unterzogen wurde.

20 g Desamidokasein wurden mit Salzsdure wie gewdhn-
lich hydrolysiert, die Losung mit Wasser verdiinnt und mit
50 prozentiger Phosphorwolframsédure in der Kilte vollstindig
ausgefillt. Der erhaltene Niederschlag bildete eine zdhe, amorphe
Masse von dunkelbrauner Farbe, die mit flinfprozentiger
Schwefelsaure ofters angerieben und bis zum Verschwinden
der Chlorreaktion gewaschen wurde. Das Phosphorwolframat
wurde in {iblicher Weise mit Barythydrat zersetzt, der iiber-
schiissige Baryt mittels Kohlendioxyds entfernt. Das erhaltene
Filtrat wurde nun auf Histonbasen verarbeitet.

1 A.Kossel und F. Kutscher, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 31, 165
(1900) und 38, 39 (1903).
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Die Arginin enthaltende Losung wurde mit Salpetersiure
neutralisiert, eingedampft, der Riickstand im Vakuum {iber Kalk:
und Schwefelsdure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, als
Argininnitrat gewogen und in Rechnung gezogen.

Das Histidin war schliellich im Wege der Féllung durch
Merkurisulfat gereinigt worden. '

Die Basen, welche aus dem »Lysinphosphorwolframat«
abgeschieden wurden gaben mit alkoholischer Pikrinsdure keine
Kristallisation.

Es resultierten Argininnitrat 0-09249 g, rohes Histidinchlorid 0°3200 ¢ als
Abdampfriickstand und Lysinpikrat 0 g.

In 100 Teilen:

In Cohnheim, Chemie der Eiweif3-
Gefunden kérper, p. 43, fiir Kasein angegebene Werte

R
Arginin ........... 0-33 4-8
Histidin .... . .... 1-09 2-6
Lysin............. — 58

Ganz dasselbe negative Resultat trat ein, als die Hydrolyse
mit Schwefelsdure vorgenommen wurde.

50 g Desamidokasein, aus fettfreiem Kasein dargestellt und
mit Alkohol ausgekocht, wurden mit 150¢ H,SO, und 300¢
H,0 durch 14 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht, aus der mit
Wasser verdiinnten Losung die Hauptmenge der Schwefelsiure
mit reinem Atzbaryt gefillt und das Filtrat auf die Histonbasen
verarbeitet. Die Arginin enthaitende Ldsung wurde mit !/, nor-
maler Salpetersdure genau neutralisiert. Aus der verwendeten
Menge HNO, wurde das vorhandene Arginin berechnet.

Es ergaben sich 0301 g Arginin, 0-9299 g rohes Histidinchlorid als Abdampf-
riickstand und 0 g Lysinpikrat.

In 100 Teilen:

Arginin........... 0-602
Histidin .......... 1-27
Lysin............ —

Das auf Lysin zu untersuchende Phosphorwolframat be-
trug feucht 102 g. Der aus dem zersetzten Phosphorwolframat
erhaltene Sirup wog 8-5 g. Dieser wurde durch Verdlinnen mit
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Wasser auf 50cm?® gebracht. Die Hilfte, d. i. 25 cm®, wurden
mit 5 g Pikrinsdure in zirka fiinfprozentiger alkoholischer
Loésung versetzt, wobei eine Fillung nicht eintrat. Die Lésung
wurde nun am Wasserbad verdampft und der zuriickbleibende
Sirup mit zirka 300 cm® Ather gefillt. Von dem ausgeschiedenen
Ol wurde der Ather abgegossen und das O mit Alkohol
behandelt, wobei es fast vdllig in Losung ging, wodurch die
Abwesenheit von Lysinpikrat sichergestellt erscheint.

Der abgegossene Ather wurde abdestilliert. Als Riickstand
hinterblieb nun Pikrinsdure, die sich durch Loslichkeit und
Aussehen unter dem Mikroskope als solche erwies.

Bei einem dritten Versuche mit 38 ¢ Desamidokasein
erfolgte der Zusatz von alkoholischer Pikrinsaure zu der »Lysin-
fraktion« sukzessive.

Die alkoholische Losung wurde jedesmal abdestilliert und
der Sirup dann mit Benzol behandelt. Solange dieses amorph
verdunstete, also keine freie Pikrinsdure enthielt, wurde dem
in Benzol unldslichen Sirup neue Mengen von alkoholischer
Pikrinsdure zugefiigt. Auch unter diesen Umstinden war nicht
die geringste Menge von Lysinpikrat aufzufinden. Bei einer
partiellen Ausfillung mit Ather wurde dasselbe beobachtet. In
die dtherleichterloslichen Anteile ging in geringer Menge ein
gut kristallisiertes Pikrat {iber, das anders kristallisiert wie das
des Lysins, in Wasser und Alkohol auch viel leichter léslich
ist und welches Ahnlichkeit hat mit einem Pikrat, das in ana-
loger Weise aus desamidiertem Glutin entsteht.

Es wurde versucht, den Stoff, der bei der Einwirkung von
Salpetersdure auf den Lysinrest im Kasein entsteht, zu fassen.
Unter der allerdings unsicheren Annahme, dafl er statt des
Lysins in der Lysinfraktion des Kossel-Kutscher’schen Ver-
fahrens vorkommt, wurde in dieser nachgesucht.

Aus 50 g desamidiertem Kasein wurden Histidin und
Arginin nach Kossel-Kutscher entfernt, aus dem Filtrat in
bekannter Weise das Phosphorwolframat ausgeféllt (feucht
155 g), dieses in bekannter Weise zersetzt und die vom Baryt
befreite Losung stark eingedampft. Nach einiger Zeit begann eine
Kristallisation. Es wurde mit verdiinntem Alkohol angerieben,
abgesaugt und auf Ton abgeprefit. Die Kristallisation betrug 5 g.
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Nach bfterem Umkristallisieren aus Wasser erwies sie sich
als Leucin, das infolge geringer Verunreinigungen, die sich nicht
entfernen liefien, bei den Analysen nur Ndherungswerte ergab.

01348 g gaben 0°2670 g COqy und 0-1178 ¢ H,0.
0-1170 g gaben 13-5cm?® N iiber 33 prozentiger KOH, #=20°, B= 740 mm.

In 100 Teilen: Gerechnet fiir
Gefunden CgH;3NO,
N e’ R —
Cvivernnnnns 54-02 5495
H.......ooh 9-78 9-92
N.oooooooo., 12+89 10:68

Die Mutterlauge vom Leucin wurde nun durch Kochen mit
CuO in Kupfersalze verwandelt. Es entstand eine tief dunkel-
griine Losung, die mit Alkohol eine Fallung griin gefarbten
Kupfersalzes gab. Durch wiederholtes Ldsen in Wasser, Ab-
filtrieren von braunen unldslichen Kupfersalzen und Fillen mit
Alkohol wurde schliefilich ein grines Kupfersalz erhalten, das
in kaltem Wasser sich langsam, aber recht leicht loste und in
rundlichen Platten kristallisierte. Nach den Analysen diirfte ein
Gemisch vorliegen.

0-1992 g gaben 0°3132 g CO,, 0°0966 ¢ HyO und 0-0456 ¢ CuO.
0-1433 g gaben 14°6 cm® N bei 1=17-5°, B==732 mm.

In 100 Teilen:

Gefunden

e
[ 42:88 -
H.......... 542
Ca...ovnne 18:29
N.o......... 10°13

Als ganz dasselbe Verfahren mit unverindertem Kasein
wiederholt wurde, entstand nach Abscheiden des Lysins nur
eine geringe, lichtblau geférbte, an Leucinkupfer erinnernde
Féllung.

Der Rest des erwihnten griinen Kupfersalzes, mit Schwefel-
wasserstoff zerlegt, gab beim Eindunsten eine Kristallisation,
die, mit konzentrierter Salzsdure verriihrt, sich noch vermehrte.

Chemie-Heft Nr. 7. 47
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In der Erwartung, in dieser Art zu definierten Verbindungen
zu kommen, wurde das bei der Hydrolyse von 700 ¢ Desamido-
kasein erhaltene Phosphorwolframat, ohne erst Histidin und
Arginin zu entfernen, auf das erwidhnte Kupfersalz verarbeitet.

Es wurde in Alkohol geldst und in vier Portionen mit
im ganzen 3420 g Atzbaryt in sehr verdiinnter Lésung zerlegt,
der iiberschiissige Baryt mit Kohlensdure entfernt, das Filtrat
eingedampft.

Die erhaltene Losung wurde nun 3 Stunden lang mit einem
Uberschufl von CuCO, und Cu(OH), gekocht; nach Abfiltrieren
resultierte ein tief dunkelgriines Filtrat, das stark eingedampft
wurde. Nun wurde mit 96 prozentigem Alkohol gefallt, das aus-
gefillte Kupfersalz in Wasser geldst und von nicht unbedeuten-
den Mengen eines dunkelbraunen amorphen Kupfersalzes ab-
filtriert und wiederholt mit Alkohol gefallt.

Die alkoholischen Filtrate gaben nach sehr starkem Ein-
dampfen mit absolutem Alkohol neuerliche Féllungen, die
weiter umgefallt wurden,

Die nahestehenden Féllungen wurden mit Schwefelwasser-
stoff zerlegt, das Filtrat vom Schwefelkupfer stark eingedampft
und mit konzentrierter Salzséure angeriihrt.

Nach ldngerem Stehen war reichliche Abscheidung von
Kristallen eingetreten. Diese wurden abgesaugt und zweimal
aus konzentrierter Salzsdure umkristallisiert, bis der Schmelz-
punkt sich nicht mehr dnderte. Die Substanz erwies sich als
" salzsaure Glutaminsdure vom Schmelzpunkt 205 bis 210° (bei
208° starke Gasentwicklung). Zu den Analysen wurde im
Vakuum iiber Kalk und Schwefelsdure getrocknet.

0°1541 g gaben 01836 g CO, und 0°0789 g H,0.
0°2508 & gaben 175 cm3 N iiber 33prozentiger Lauge, t=16°, B="725 mm.
01328 g gaben 0-1004 g AgCL

In 100 Teilen:

Gerechnet fiir

Gefunden CsH;(NCIO,
C.ovvininn 3249 — — 32-69
H.......... 573 — — 545
N.......... — 7-78 — 7+63

Cloo....o.. — — 19-36 19-35
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05 g wurden genau mit Ag,O entchlort und ins Kupfer-
salz verwandelt, das ziemlich schwer 16slich war. Die freie
Séaure schmolz bei 200°.

Aus den alkoholischen Filtraten der Kupfersalze gelang
es, durch neuerliches Fallen mit stdrkerem Alkohol neuerliche
Mengen von Kupfersalz zu erhalten, die, zersetzt, Kristalli-
sationen von unreinem Leucin vom Schmelzpunkt 269° er-
gaben.

Bestimmung der Glutaminsiure,

Um die Menge der entstehenden Glutaminsiure fest-
zustellen, wurden je 30g¢ desamidiertes und unverdndertes
Kasein mit Salzsdure hydrolysiert, klar filtriert, die Filtrate
auf je' 50 cm’® gebracht und unter Eiskithlung mit Salz-
sduregas gesittigt. Die bei ldngerem Stehen im Eis aus-
geschiedenen Kristallisationen wurden mit eiskaltem Alkohol
angeriihrt, abgesaugt und dann durch Entfirben mit Tierkohle
und Umbkristallisieren aus Salzséure gereinigt, Beide hatten den
Schmelzpunkt 204°.

Die aus dem Desamidokasein erhaltene Verbindung gab-
bei der Chlorbestimmung folgenden Wert.

01439 ¢ gaben 0-1126 g AgCL

n 100 Teilen:

Gerechnet fir

~ Gefunden C5H;(NCIO,
N, rns’ N, ———
Clooo.ooooaes 19-35 19-35

Aus 30 g kauflichen Kasein (Hammarsten) wurden von
salzsaurer Glutaminsdure als Rohkristallisation 4-55, aus der-
selben Menge desamidierten Kaseins 2'9¢ erhalten. Auf Gluta-
minsdure berechnet, ist die Ausbeute in Prozenten beim Kasein
129/, beim desamidierten 77, also nur wenig geringer.

In wasseriger Losung drehte das Chlorhydrat aus des-
amidiertem Kasein bei einer Konzentration von 9:727 ¢ in
100 em® Losung und einer Dichte von 1-0334 um 2:416°:

[a]p == +24-03°,
47%
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Scheibler® gibt fur salzsaure Glutaminsdure in wisse-
riger Losung [a]p = +20-4° an,

Bestimmung des abspaltbaren Ammoniaks.

50 ¢ desamidiertes Kasein (fettfrei) wurden mit 150 g kon-
zentrierter Schwefelsdure und 300 g Wasser durch 14 Stunden
am RuckfluBkiihler gekocht. Die erhaltene Losung wurde von
Schwefelsdure grdfitenteils befreit und genau auf einen Liter
gebracht. 50cm’® dieser Flissigkeit wurden zur Bestimmung
des Ammoniaks mit ausgeglithtem Magnesiumoxyd destilliert.
Vorgelegt waren 10c¢m® 1/, normaler Schwefelsiure. Durch
Zurlcktitrieren mit/,,normaler Natronlauge (verbraucht wurden
7395 cm®) ergaben sich 0°04429 ¢ NH,.

In 100. Teilen:
Bei einem mit unverdndertem Kasein in gleicher Weise
ausgefiihrten Versuch, bei welchem 79:78 cm® 1/, normale

NaOH zum Zuriicktitrieren ndtig waren, ergaben sich 0+ 03437 g
‘NH,. ’ '

In 100 Teilen:

1 Berl. Ber., 17, 1728.




