Uber die Einwirkung von Bromlauge auf
Kasein
von

Zd. H. Skraup und R. Witt.

Aus dem chemischen Institute der Universitiit Graz.

(Vorgelegt in der Sitzung am 21. M#rz 1907.)

Schon Hiifner hat gefunden, daff im Gegensatz zum
Harnstoff, der mit Knop’scher Bromlauge Stickstoff entwickelt,
weder Leucin noch Glycocoll und Tyrosin von demselben
Reagens angegriffen werden. Im Grazer chemischen Institut hat
vor kurzem Herr H. Stuchez?! die leichter zuginglichen
Aminoverbindungen, die bei der Hydrolyse aus Eiweifistoffen
entstehen, eingehender untersucht und dabei konstatiert, daf3
das von Hiifner beim Leucin beobachtete negative Verhalten
fiir sie mit einer einzigen Ausnahme gilt und nur das Arginin,.
welches ein Harnstoff(Guanidin)derivat ist, Stickstoff ent-
wickelt. Bei dieser Gelegenheit sei nachgetragen, daB die fiir
das Arginin angegebene Tatsache frither schon von Schulze 2
mitgeteilt worden ist. Demgegeniiber ist es von Interesse, dafl
Kasein und mit diesem verschiedene andere Proteine mit
Knop’scher Lauge zusammengebracht, einen sehr erheblichen
Teil ihres Stickstoffes als elementares Gas abscheiden.

Die Versuche, welche von Dr. A. Zwerger mit dem
Hiifner'schen Azotometer # ausgefiihrt wurden, zeigten, da8,

1 Monatshefte fiir Chemie, 27, 601 (1906).

2 Zeitschrift flir physiol. Chemie.

5 Das die Proteinldsung enthaltende untere GefdB fafSte 74 ¢m?, das obere
100 cm3.
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wenn 5%/, Losungen der Proteine in Wasser oder verdiinnter
Natronlauge angewendet werden, diese etwa 20°/, des Gesamt-
stickstoffes als Gas abgeben und dafl nahezu dieselben Mengen
auftreten, wenn die Proteine zuvor hydrolysiert werden und nach
dem Ubersittigen mit Natronlauge in das Azotometer kommen.

Im Verlauf der Untersuchung hat sich herausgestellt, dafl
diese Zahlen nur fiir Konzentrations- und Temperaturverhlt-
nisse im Azotometer gelten. Denn bei erhdhter Temperatur
kann beispielsweise aus dem Kasein fast der ganze Stickstoff
austreten.

Andrerseits hat sich aber herausgestellt, daff, wenn durch
Kiithlung mit Wasser die Temperatur gemafliigt wird, auch beim
Arbeiten mit grofieren Mengen ein Maximum der Stickstoff-
entwicklung auftritt, welches durch grofiere Mengen von Brom-
lauge keine Anderung mehr erleidet.

So geben 20 cm® einer filnfprozentigen Losung von Kasein
in der eben ndtigen Menge von !/,,normalem Atznairon mit je
10, 20, 25 und 30 ¢’ der Knop'schen Lauge 22, 44, 60 und
63 e’ Gas und bei groBieren Mengen der Lauge war eher eine
Abnahme als Zunahme des N zu beobachten.

Die weitere Untersuchung dieser Verhiltnisse wurde
durch die Schwierigkeit, die massenhaft vorhandenen anorga-
nischen Verbindungen ohne grofie Verluste von den organi-
schen Oxydationsprodukten zu entfernen, sehr behindert.

Es wurden bisher nur die fllichtigen und #therloslichen
Oxydationsprodukte und die Histonbasen genauer untersucht.

Was letztere betrifft, zeigte sich, daff, was von vornherein
zu erwarten war, Arginin nicht mehr vorhanden ist und weiter-
hin, daf§ Histidin und Lysin in ganz derselben Menge auftraten,
wie sie fiir die Hydrolyse des Kaseins selbst angegeben sind.

Die dtherltslichen und flichtigen Oxydationsprodukte sind
bis auf eine kleine Menge Leucin, welches sich hertiber-
geschlichen hat, stickstoffrei.

Ob Benzaldehyd vorhanden ist, war mit Sicherheit nicht
festzustellen, doch ist die Anwesenheit von Aldehyden wahr-
scheinlich. Auch die gebromten Verbindungen, welche unter
den Oxydationsprodukten aufgetreten waren, sind Gemische,
die bei den disponiblen Mengen nicht zu entwirren waren.
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Von nicht fliichtigen Sduren wurden Oxalsdure und Bern-
steinsdure aufgefunden, deren Bildung aus Aminoverbindungen
durch Oxydation in mannigfacher Weise erklidrt werden kann,
von fliichtigen Sduren verschiedene Fettsduren, die ja schon von
Guckelberger?! vor nahezu fiinfzig Jahren bei der Oxydation
mit Chromséure nachgewiesen worden sind. Von einigem
Interesse ist es, daff unter den Fettsduren am meisten Valerian-
sdure vorwaltet, die nach der Loslichkeit und Zusammen-
setzung des Kalksalzes sicherlich die normale ist.

Bei Bildung einer Valeriansdure aus Kasein durch einen
Oxydationsprozefl ist selbstverstindlich zundchst an das
Leucin zu denken und dieses wird, wie speziell nachgewiesen
wurde, durch die Einwirkung der Bromlauge tatsédchlich auch
groBenteils zerstort. Von dem aus Eiweifistoffen entstehenden
Leucin ist es nun aber seit lingerer Zeit bekannt, dafl es nicht,
wie anfangs vermutet wurde, die normale Aminocapronséure,
sondern die Aminoisobutylessigsdure ist, und aus dieser kann
sich normale Valeriansdure nicht bilden.

Man mufi demnach die Entstehung der normalen Valerian-
sdure in anderen Atomkomplexen des Kaseins suchen und
kommt unter anderen Mdéglichkeiten auch die in Betracht, daf
im Kasein neben der 2-Methyl-4-Aminopentansiure-5, dem ge-
wohnlichen Leucin, auch noch normales Leucin vorhanden und
letzteres die Muttersubstanz der normalen Valeriansdure ist.

Wenn man in Betracht zieht, dafi in den Proteinen neben
dem lédnger bekannten Leucin auch schon eine andere isomere
Verbindung, das Isoleucin: 3-Methyl-4-Aminopentansiure-5
nachgewiesen worden ist, und iberdies die grofien Schwierig-
keiten berticksichtigt, aus den Leucinfraktionen der Fischer-
schen Estermethode erheblichere Mengen des bekannteren
Leucins rein darzustellen, gewinnt die gedufierte Vermutung
an Wahrscheinlichkeit.

Es sind im Wiener Institut Versuche im Gange, diese
Frage zu losen.

Mit aller Bestimmtheit lie§ sich nachweisen, dafi durch die
Einwirkung der Bromlauge ein grofier Anteil der Aminoséduren,

1 Liebig's Annalen, 64, 39 (1848).
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wie sie nach der Hydrolyse des Kaseins sonst auftreten, zer-
stért worden ist. Die Estermethode nach Emil Fischer zeigte
das ganz ausgesprochen. Es scheint diese Zerstdrung be-
sonders einige Aminoséduren betroffen zu haben. Denn wahrend
Leucin und aktives Prolin ohne Schwierigkeit nachzuweisen
waren, gelang die Isolierung von Glutaminsdure von #-Prolin,
Asparaginsidure und von Phenylalanin nicht und es konnte auch
auf die Abwesenheit von Glycocoll und Alanin geschlossen
werden. Von einigem pridparativen Interesse ist, daBl das
Leucin sich im &therldslichen Teil der Reaktionsprodukte ein-
geschlichen hatte und in den Esterfraktionen der Fischer'schen
Methode auch Bernsteinséureester vorhanden war.

Einwirkung von Knop’scher Bromlauge auf Proteine.

Untersucht wurden Kasein, Gelatine, kdufliches Hithner-
eiweifl und Globulin aus Pferdeserum. Es wurde von jedem
Protein die Wasserbestimmung ausgefiihrt und die ab-
gewogene lufttrockene Substanz auf Trockensubstanz um-
gerechnet.

Die Proteine wurden (zirka 5 g lufttrocken) entweder mit
Wasser oder verdlinnter Natronlauge auf 100 c¢m® Losung ge-
bracht und diese im Hiifner’schen Apparate gepriift.

Andere 5 g wurden mit konzentrierter Salzsdure hydro-
lysiert. Es zeigte sich, daff saure Fliissigkeiten im Hiifner'schen
Apparate durch Bildung von Perbromiden stérend wirken und
aufierdem abnorm hohe Werte liefern. Infolgedessen wurde die
hydrolysierte Flissigkeit mit Natronlauge neutralisiert und
diese Losung dann im Azotometer verwendet. Die Kon-
zentration des Proteins war hier dieselbe wie frither, 5 zu 100.

In allen Fallen trat die Stickstoffentwicklung fast augen-
blicklich ein, nach 5 Minuten war die Entwicklung grofienteils
beendet. Nach 30 Minuten war eine Zunahme kaum mehr zu
bemerken und wurde nach dieser Zeit das Volumen abgelesen.

In den hydrolysierten Proteinen wurde durch Destillation
mit Magnesia der als Ammoniak abgespaltene Stickstoff
bestimmt. In den folgenden Tabellen ist diese Stickstoffmenge
als »leicht abspaltbar« angefiihrt.
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N durch Bromlauge
erhalten, Prozente
des Gesamtstickstoffs

Kasein mit Natronlauge gelost:

Sofort nach erfolgter Losung ......oovvviviiiiiann, 16
Nach zweitdgigem Stehen..........cooviiiivint 18
Kasein, hydrolysiert . ... ..o viviviiiiiniineiienens 20
Stickstoff, leicht abspaltbar .......... ..o 9

Gelatine mit Natronlauge geldst:

Sofort nach Losung. .c.vvvvvi vt iiiiiiinen s 13

Nach eintdgigem Stehen..... ... ... .0 v, 19
Nach fiinftdgigem Stehen ... .cviveeiiii i, 20
Gelatine, hydrolysiert durch 2 Stunden............... 16
» > > [ P 17
» » » 8 P e re et er e enn 17
» > » 15 s e 18
Stickstoff, leicht abspaltbar. ...............covvia, 1
Hihnereiweifi:
In Wasser geldst. ... ..oviriitiriiiinnniieiinnnnns 16
EiweiB, hydrolysiert .....covviiiiioiiiiiniiieaanes 18
Stickstoff, leicht abspaltbar.............ccovviiiiilt 8
Globulin:
In Natronlauge gelost .. ov v vnnnii it ir i enanns 23
Globulin, hydrolysiert.. .. covvviviiineiivinninanes 14
Stickstoff, leicht abspaltbar. . ......... ..o vt 6

Die hier angegebenen Zahlen flir leicht abspaltbaren Stick-
stoff stimmen mit den Zahlen des Cohnheim'schen Werkes
bei Kasein und Eiweifl vollkommen, bei Gelatine ann#hernd,
bei Globulin aber nicht tberein (nach Cohnheim berechnet
sich fiir Globulin 11°/)). Die aufierordentlich auffallende Tat-
sache, daBl Globulin nach der Hydrolyse weniger N entwickelt
als vor derselben, wurde bei wiederholten Versuchen immer
wieder konstatiert. Wir haben Versuchsfehler nicht gefunden
und teilen den Befund ohne weitere Diskussion mit.

Die Zahlen, die bei ein und demselben Protein gefunden
wurden, je nachdem es mit Salzsidure hydrolysiert oder in
Natronlauge gelést war, weichen sehr wenig ab. Auch die

42%
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verschiedenen Proteine zeigen wenig Abweichungen bei dem
durch Bromlauge frei werdenden Stickstoff.

Solche treten aber hervor, wenn man von dessen Menge
die Stickstoffmenge in Abzug bringt, welche schon bei der
Hydrolyse als Ammoniak austritt.

Die Differenzen sind dann fiir

Kaselti .ovviniiieninininnnnn 11
Gelatine .. ......coevvienvnan. 18
Eiweifl ......ciiviiiiiiienn. 10
Globulin..........co.ovvunen. 17

.Versuche mit Kasein.

Die Knop’sche Bromlauge (100 g NaOH, 250 ¢ H,O und
75 g Br) enthdlt tiberschiissiges Atznatron. Es wurde versucht,
diesen UberschuB zu vermeiden und weiterhin, ob auch ver-
diinntere Bromlauge angewendet werden kann. Hiedurch hétte
die massenhafte Bildung anorganischer Salze vermindert
werden konnen. Es zeigte sich, dafl Bromlauge, die im Liter
30 £ NaOH und 50 g Br enthilt, Giberhaupt nicht mehr einwirkt,
dal aber die Stickstoffentwicklung unverdndert vor sich geht,
wenn bei der Knop’schen Bromlauge der Uberschufi von Natron-
lauge vermieden wird.

Derartige vergleichende Versuche ergaben weiter, dafi zur
Abspaltung von Stickstoff eine viel groiere Menge von Brom-
lauge notwendig ist, als sich theoretisch berechnen wiirde und
deshalb noch weitere Oxydationen anzunehmen sind.

Jodometrisch wurde festgestellt, dal bei Zimmertemperatur
etwa dreimal soviel Hypobromid verschwindet als zur Oxy-
dation des elementar abgeschiedenen Stickstoffs notwendig ist.
Endlich ergab sich, dafi bei sonst gleichen Verhéltnissen mit
steigender Temperatur viel mehr Stickstoff entwickelt wird als
bei niedriger.

Aus prédparativen Griinden wurde auch versucht, zur
Knop'schen Bromlauge anstatt Atznatron Atzkali zu ver-
wenden. Auch bei sehr guter Kithlung fielen (aus 53 g KOH,
250 g H,O und 72 g Br) sofort sehr betridchtliche Mengen (15 g)
Kaliumbromat aus. Bei Anwendung von Kaliumhydroxyd ist
die Lauge, vermutlich infolge der geringen Loslichkeit von
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Kaliumbromat, viel unbestindiger als bei Anwendung von Atz-
natron. Diese kalihaltige Lauge gab auch unter sonst gleichen
Umstédnden weniger Stickstoff.

Endlich zeigte sich iibereinstimmend, dafi beim Arbeiten
in etwas gréflerem Mafistabe die Stickstoffentwicklung, die
augenblicklich beginnt, nach einiger Zeit sich abschwécht und
dann wieder starker einsetzt, um ungefahr nach derselben Zeit
ganz aufzuhoren.

Bei kleineren Kaseinmengen tritt das erste Stadium nach
etwa 5 Minuten, das Ende der Gasentwicklung nach etwa
15 Minuten ein, bei grofieren verdoppeln sich die Zeiten. Die
Flissigkeiten brdunen sich im Verlauf der Oxydation, zum
Schlusse werden sie wieder viel heller und haben einen an
Benzaldehyd erinnernden Geruch.

Bei den Versuchen in grofierem Mafistab wurde unter an-
fanglicher Kihlung mit Eis langsam gemischt und dann eine
halbe Stunde stehen gelassen. Die Temperatur war dann auf
hochstens 40° gestiegen. Die Bromlauge wurde stets unter
Kiihlung mit Eis-Kochsalz bereitet.

80 g entfettetes Kasein (I} wurde in vier Portionen zu
20 g in je 200 cw® ®/,;, NaOH und 200 ¢w® H,O gelost.

600 g Brom in vier Portionen zu je 150 g unter Kiihlung
mit Kaltegemisch zu je 90 ¢ NaOH, in 500 cmz® HyO geldst (1I).

Unter guter Kithlung wurden je ein Anteil von Il in einen
Anteil I langsam eingetragen; nach einer halben Stunde war
die Stickstoffentwicklung beendet.

Darauf wurde schwefelige Saure eingeleitet, bis alles
Hypobromid reduziert war; dabei entwich etwas CO, und es
schieden sich grobe Flocken im Gewicht von 9 g aus (un-
verdndertes Kasein?). :

Die filtrierten Fliissigkeiten wurden 14mal mit Ather aus-
geschiittelt. Die Atherldsungen, abdestilliert, gaben 32 ¢ braunen
oligen Riickstand, der nicht kristallisierte und einen scharfen
Geruch nach Fettséuren hatte.

Der Riickstand der Atherausziige wurde mit H,O-Dampf
destilliert, bis 2 cm® Destillat durch einen Tropfen Kalkwasser
alkalisch wurden. Dabei ging anfangs ein nach Benzaldehyd
riechendes Ol tber. Die ganze Flissigkeit samt dem Ol wurde
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mit Kalkmilch genau neutralisiert und das Ol nochmal mit
H,0-Dampf iibergetrieben.

Der Riickstand im Kolben wurde von einer Triibung ab-
filtriert und konzentriert. Er enthielt reichliche Mengen von
Bromkalzium, welches den beim weiteren Einengen auskristalli--
sierenden Kalksalzen hartndckig anhaftet. Er wurde durch Zu-
satz der vorher ermittelten Mengen von Silbercarbonat beseitigt.

Das auf 60 ¢m® konzentrierte Filtrat wurde durch stufen-
weisen Zusatz von Silbernitratlésung (dreimal je 1 ¢) in der
Kilte ausgefillt. Ein viertes Silbersalz schied sich beim Kon-
zentrieren im Vakuum und ein flinftes bei nochmaligem Zusatz.
von Silbernitrat aus. Die erhaltenen Silbersalze waren frisch
gefillt weif, kaum kristallinisch und schwérzten sich am Lichte
bald. Die Waschwdésser kamen selbstverstindlich nicht zum
Filtrat.

Silbersalz I (am schwersten 16slich) 0°9 g.

0-2220 g im Vakuum getrocknete Substanz gab 0-2330 g CO,, 0-0580 g HyO
und 0°1159 g Ag.

In 100 Teilen: Berechnet fiir
CsHgO0Ag Gefunden
Covvvnnnnnn, 28:71 2862
H.oooovvoain, 4-30 2:90
Ag ool 51-68 5221

Silbersalz I1 0 95 g.
00990 g im Vakuum getrocknete Substanz gab 0-0514 g Ag.
In 100 Teilen:

Gefunden

Silbersalz III 1-05 .
0-0890 ¢ im Vakuum getrocknete Substanz gab 0:0474 g Ag.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Berechnet fiir
CsHy0,Ag C,H;0.Ag Gefunden
N e

Ag.o.oiinl, 51-68 5540 53-23
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Es liegt demnach der Hauptmenge nach das Silbersalz
der Valeriansdure vor.

Silbersalz V (in Wasser merklich leichter 16slich) 1-2 g,

0:3973 ¢ im Vakuum getrocknete Substanz gab 0:2368 ¢ Ag, 0-2910 ¢ CO,
und 0-0871 g H,0.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

CyH50,Ag Gefunden
Covvvvinnnnnnn 19-89 19-97
5 2:76 2-43
Y 59°98 5960

Die Zahlen stimmen fiir propionsaures Silber.

Der mit Wasserdampf nicht flilchtige Anteil der &ther-
16slichen S&duren hatte nach der Destillation eine schwarze
harzige Masse abgeschieden und reagierte stark sauer.

Er wurde mit Ather oftmals ausgeschiittelt, wobei sich
auch die harzige Masse 10ste.

Nach dem Abdestillieren des Athers hinterblieben 86 g
eines braunen Oles. Dieses enthielt eine ziemlich grofie Menge
eines in Wasser schwer, in Alkohol leicht ldslichen oOligen
Korpers. Durch systematisches Fallen aus alkoholischer Losung
mit Wasser wurde er entfernt. Die wiasserigen Losungen ein-
gedampft, kristallisierten dann vollstdndig. Die Kristalle wurden
auf Ton von der Mutterlauge befreit, dann einige Male aus
Wasser umkristallisiert, bis der Fp. bei 187° blieb. Sie bildeten
schone, weifie, prismatische Nadeln; die Analysen zeigten, daf§
Bernsteinsdure vorlag. Die erste Rohkristallisation betrug 2°9 g,
die ganz reine Substanz 1:05 g.

0°1258 g bei 105° getrocknete Substanz gab 0°1877 g CO, und 00575 g HyO.
& & L & He

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

C4HgOy Gefunden
C.ooiivvinini 40-68 40-82
B 5 5:09 5-09

Der olige, in Wasser schwerldsliche Korper reagierte sauer.
Er wurde in verdiinnt alkoholischer Loésung mit Kalk
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neutralisiert. Dabei fiel etwas schwerlésliches Salz aus (13 2),
das von noch vorhandener Bernsteinsdure herriihren diirfte;
das Filtrat davon gab aber selbst bei starkem Eindampfen
keine Kristallisation. Nach Beseitigung von Brom mit Silber-
carbonat wurde in sehr konzentrierter Losung zweimal mit je
0:5 g Silbernitrat das Silbersalz gefallt. Die beiden so er-
haltenen Féllungen bilden weifle, kdsige, amorphe Massen, die
lichtempfindlich sind und mit viel kaltem Wasser gut ge-
waschen wurden. Die Analysen stimmen merkwiirdigerweise
fiir Leucinsilber, welches wir nicht beschrieben fanden.

Silbersalz 1 09 g. Silbersalz II 0°35 g.

I. 0°2107 ¢ im Vakuum getrocknete Substanz gab 0°0970 ¢ Ag, 0-2304 ¢ CO4
und 0°0576 ¢ Hy,O.
0-2362 g Substanz gab 130 ¢m® N bei 20° und 735 mm.

II. 0-2501 g Substanz gab 0- 1148 g Ag.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Gefunden

CgH sNOyAg —
C.oivvnnnnn 3025 29-82 —_
H.o....oooo... 504 304 —
N.ooooooooaan, 5-88 6-10 —_
Ag oo, 45-38 4603 45°90

Die widsserige Losung der mit Wasserdampf nicht
fliichtigen S#uren, aus der mit Ather bereits Bernsteinsiure
und der in Wasser unldsliche 6lige Korper entfernt war, schied,
mit Kalkmilch heifl neutralisiert, eine geringe Menge eines
unldslichen Kalksalzes ab, nach dem Erkalten fielen schone
lange, prismatische Kristalle ab, die in heifem Wasser sehr
schwierig 13slich sind (trocken 2-4 g) und beim Umkristalli-
sieren immer schwerer 10slich wurden. Die Ca- und C-Werte
liegen zwischen den fiir oxalsauren und bernsteinsauren Kalk
berechneten. Zur Trennung wurde 1°5 ¢ des Gemenges mit
zehnprozentiger Essigsdure erwidrmt, das Ungeloste in der
gerade noétigen Menge verdlinnter Salzsdure geldst, von einer
geringen Tribung filtriert und vorsichtig mit Ammoniak
neutralisiert; der sodann erhaltene Kristallinische Niederschlag
wog 0°6 g.
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0-2659 & luftirockene Substanz verloren bei 190° 0-0316 g Hy0, die wasser-
freie Substanz gab dann 0-2431 g CaSO,.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

C;0,Ca+H,0 Gefunden

mree—  ——— A s e
[OF: T 2222 2149
15 S 12-32 11-83

Der in Essigsaure geldste bernsteinsaure Kalk wurde zur
Entfernung dieser zur Trockne verdampft, der Riickstand
(0°9 &) aus viel Wasser einmal umkristallisiert und gab dann
Zahlen, welche fir bernsteinsauren Kalk mit 3 Mol Wasser
stimmen.

L. 01462 g Substanz, bei 190° getrocknet, gab 01265 g CaSO,.

IL 0-2017 & lufttrockene Substanz verlor bei 190° 00512 g H,0, die wasser-
freie Substanz gab dann, mit einem Gemisch von Bleichromat und Kalium-
bichromat verbrannt, 0° 1688 g CO, und 0°0400 g H,O.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Gefunden
st et at—.
C,H,0,Ca+3H,0 . -
C.vevnnnn. 3077 — 30-58
H.......... 256 — 2:95
[7: R 2564 2545 -
HyO ooL.... 2575 - 25-38

Die mit Ather behufs Entfernung der Fettsduren aus-
geschiittelte Reaktionsfliissigkeit wurde eingedampft, bis ein
dicker Kristallbrei ausfiel, dann so viel Schwefelsdure zugefiigt,
als sich zur Verwandlung des gesamten Natriums in Sulfat
berechnet, wobei Bromwasserstoff in Strdmen entwich, das
Natriumsulfat in Ublicher Weise, schliefilich durch Alkohol
moglichst vollstindig abgeschieden und die nach dem Ab-
destillieren des Alkohols erhaltenen organischen Substanzen
durch zwolfstiindiges Kochen mit konzentrierter Salzsdure am
RickfluSkiihler hydrolysiert. Nach 6 Stunden war die Biuret-
reaktion verschwunden.

Es wurde die Salzsdure durch Eindampfen entfernt, der
Sirup in Wasser geldost (100 cm®), dann mit 50prozentiger
-Phosphorwolframsaure in der Kilte volistindig ausgeféllt. Der
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mit Schwefelsdure chlorfrei gewaschene Niederschlag (trocken
65 g) wurde dann nach Kossel-Kutscher auf Histonbasen
gepritft. Weder nach dem gewdhnlichen Gang, noch nach
einigen Modifikationen konnte Arginin isoliert werden.

An Histidindichlorid (kristallisiert) wurde 0-21 g, an reinem
Lysinpikrat 0-39 ¢ erhalten. Letzteres wurde analysiert.

1. 0-2790 g bei 105° getrocknete Substanz gab 0-3940 ¢ COy und

01173 g H,0.
IL 01718 ¢ bei 105° getrocknete Substanz gab 29'8 cm® N bei 25° und
734 mm.
In 100 Teilen:
Berechnet fiir Gefunden
CoH ;N;O ———
1217850 I I
C.vvvenn. 38-40 38°51 —
H........ 4-53 4-67 -—
N........ 18-66 . —_— 18:80

Im konzentrierten Filtrat des Phosphorwolframates wurde
noch eine Fillung mit Phosphorwolframsdure erhalten. Dieses
(trocken 31 g) lieferte zersetzt einen Sirup, aus welchem Leucin
in Form des charakteristischen schwerldslichen Kupfersalzes
isoliert werden konnte.

Endlich wurde im Filirate dieses zweiten Phosphor-
wolframates, nachdem die Phosphorwolframséure entfernt war,
neben wenig Chlornatrium noch 0-4 g Bernsteinsdure vom
Schmelzpunkt 187° nachgewiesen.

Die Valeriansidure.

Um die durch Bromlauge abgespaltenen fliichtigen Sauren,
insbesondere die Valeriansdure, nidher zu untersuchen, wurde
eine groflere Menge (160 g) entfettetes Kasein in der schon
beschriebenen Art verarbeitet.

Die Kalksalze aus den Wasserdampfdestillaten wurden
mit frisch gefdlltem Silbercarbonat entbromt und dann ein-
gedampft. Hiebei schied sich immer an der Oberfliche eine
zdhe Haut ab, die, wenn dann erkalten gelassen wurde, sich
wieder 10ste, widhrend dann allmahlich reichliche Kristallisation
eintrat. Die erste etwas gelblich gefirbte Rohkristallisation
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(7-4 g) zeigte schon ausgebildete, lange, abgeschrigte Prismen
und wurde so lange aus Wasser umkristallisiert, bis der Kalk-
gehalt konstant war; die Kristallform blieb dieselbe, doch
bildete sich bei den reineren Préparaten beim Einengen der
Losungen nicht mehr die zdhe Haut an der Oberfldche.

Das erhaltene reine Kalksalz (3-8 g) gab Ca-Werte fiir
valeriansauren Kalk, eine Loslichkeitsbestimmung zeigte, daf
n-Valeriansdure vorliegt.

I. 0-1682 g lufttrockene Substanz verlor bei 105° 0-1120 g H,0.
I1. 0-1571 g wasserfreie Substanz gab 00887 g CaSO,.

In 100 Teilen:

Berechnet flir Berechnet fiir Gefunden
CioH130,Ca+Hy0 CyoH130,4Ca '—}——"—Ir
HyO ........ 6-92 — 7413 —
Ca....one, — 16-53 — 16°54

Zur Loslichkeitsbestimmung wurden 22 g Substanz mit
zur Losung unzureichender Menge Wasser im Thermostaten
bei 30° eine Stunde lang geschiittelt, rasch in ein gewogenes
Wigeglas filtriert, die Lésung gewogen, eingedampft und dann
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

4-3362 g Lésung gab Riickstand 0°3953 g.
In 100 Teilen Wasser 18sen sich bei 30°:

Nach Ad. Lieben1
normal valeriansaurer Kalk Gefunden

83 10-03

Die Loslichkeit der Kalksalze der zwei isomeren Sduren
betrdgt ebenfalls nach Ad. Lieben 35-0, beziehungsweise 206
Teile in 100 Teilen Wasser bei 30°. Sie enthalten auch mehr
als 1 Mol Kristallwasser.

Die Mutterlaugen des valeriansauren Kalkes lieferten zu-
nichst zwei aufeinander folgende Kristallisationen @) 4'5 4,
b) 48 g, die dieselbe Kristallform wie die friitheren zeigten, also

1 Monatshefte fiir Chemie, 15, 404 if. (1894).
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bereits in Wasser viel leichter 16slich waren. Zur Analyse wurden
beide aus Wassetr nochmals umkristallisiert und gaben Werte,
welche zwischen den fiir propion- und buttersaurem Kalk
berechneten liegen. Kristallwasser konnte nicht bestimmt
werden, da die Salze sehr rasch verwitterten.

a) 0-1914 g bei 105° getrocknete Substanz gab 0°1239 g CaSO,.
b) 01460 g bel 105° getrocknete Substanz gab 0°1020 g CaSO,.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Berechnet fiir Gefunden
CgH,,0,Ca CgH1,0,Ca — ‘—b
a
Ca v, 18-69 2151 19-04 2055

Die letzten Mutterlaugen, die schwer Kkristallisierten,
wurden mit Silbernitrat geféllt. Fallung weifl, lichtempfindlich

(1-18).
01507 ¢ trockene Substanz gab 0-0872 g Silber.

In 100 Teilen:

Berechnet fir Berechnet fiir
C,H;0,Ag C;H;0,Ag Gefunden
et snttmam’
Ag . .iiinn. 5540 59-98 5786

Die Mutterlauge dieses Silbersalzes, im Vakuum stark
konzentriert, schied neben Salz metallisches Silber ab. Es
wurde deshalb zweimal mit viel Wasser ausgekocht, heifl
filtriert und die Filtrate im Vakuum eingedunstet. Schliefilich
flelen in beiden Anteilen undeutlich kristallinische, grau-
gefirbte Silbersalze aus (10°4 g, 1015 g).

I. 0-0994 g im Vakuum getrocknete Substanz gab 0°0627 g Ag.
II. 0- 1491 g im Vakuum getrocknete Substanz gab 0-0935 g Ag.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Berechnet fiir Gefunden
C3HgO0Ag CoH30,Ag ’I—"‘-T‘
Ag i, 59-98 6468 6308 62-71

Die Zahlen nihern sich bereits dem essigsauren Silber.
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Aminosiduren.

Hauptsichlich um mit Hilfe der Estermethode festzu-
stellen, inwieweit Bromlauge die Aminosduren verdndert,
wurden nochmals 500 g, und zwar nicht entfettetes Kasein
verarbeitet.

Nach der Extraktion mit Ather wurde, wie schon be-
schrieben, das Natrium als Sulfat abgeschieden, und das in
absolutem Alkohol Losliche zusammen mit dem entsprechenden
Anteil aus den 160 g entfetteten Kaseins mit Salzsdure hydroly-
siert, die Losung auf ein Drittel Volum eingedampft, mit Salz-
sauregas unter Kithlung gesdttigt, mit einem Kristéllchen salz-
saurer Glutaminsiure geimpft und 4 Tage im Eisschrank
stehen gelassen. Nach dieser Zeit hatte sich nicht eine Spur
von Glutaminsdure abgeschieden.

Die salzsaure Losung wurde nach E. Fischer auf Ester
verarbeitet.

Die fraktionierte Destillation der Ester zeigte, dai um
ungefihr die Hilfte weniger Aminosduren vorhanden sind, als
sie E. Fischert! aus Kasein erhalten hat.

Die Zahlen von Fischer sind des Vergleiches halber auf

660 g Kasein umgerechnet.
E. Fischert

aus Kasein

Fraktion 1 40 bis 55° bei 20bis 16mm....16 g 09-2¢

» I 55 » 65° » 15 » 12 » .... D» 9-2 »
» III 65 » 80° » 12 » v... 6> 16:°0»
» IV 8 » 85° » i2 » ....36» 115:6»

» V 8 » 110° » 12 » ... 3» 12:0»
» VI110 » 120° » 12 » L... 25 26:0»
» VII 120 » 130° » 13 > ... 4» 18:5»

Zusammen....72 g 206-0¢

Besonders auffallend ist die geringere Menge der hoher
siedenden Fraktionen.

Fraktion I, 40 bis 55°, Sie bestand noch zum grofiten
Teile aus Alkoho! und Ather. Nach dem Verseifen und Ein-
dampfen kristallisierte wenig einer Sdure vom Fp. 289° in

1 E. Fischer, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 33, 151.



620 Zd. H. Skraup und R. Witt,

schonen glinzenden Plittchen. Sie wurden aus H,O noch
einmal umkristallisiert, der Schmelzpunkt blieb derselbe. Die
Analyse zeigte, dal unreines Leucin vorliegt. Ausbeute 0°14 g.

0°0470 g bei 105° getrocknete Substanz gab 0-0930 g CO,4 und 0°0430 ¢ H,0.
In 100 Teilen:

Berechnet fiir

CeH,30,N Gefunden
e N, s’

Coverrnenenen 54+96 5396

1 S 9-92 10-16

Die Mutterlauge wurde zur Trennung des noch vor-
handenen Leucins vom Alanin in Kupfersalze verwandelt; leicht
16sliche Kupfersalze waren nur in Spuren vorhanden.

Es ist deshalb sehr fraglich, ob Glycocoll und Alanin vor-
handen sind.

Fraktion II, 55 bis 65°. Fraktion IIl, 65 bis 80°. Nach
dem Verseifen lieferten beide beim Einengen Leucinkristalli-
sationen, die fiir sich aus Wasser mehrmals umkristallisiert,
schlieBlich den konstanten Schmelzpunkt 289° zeigten. Aus
Fraktion II erhielt ich 1-65 g, aus Fraktion III 1-82 g. Beide
gaben das charakteristische schwerlsliche Cu-Salz.

Fraktion IV, 80 bis 85°, Sie enthielt der Hauptmenge
nach Leucin, vom Prdparate mit dem Schmelzpunkt 289°,
3:65¢g.

0-1888 g bei 105° getrocknete Substanz gab 0°3818 g CO4 und 0°1700 & HyO.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

CgHy30,N Gefunden
N cm—— A
Covvvvnnnnn 54-96 85-15
H..o........ 9-92 10-00

Die Mutterlaugen der Fraktionen II, III und IV wurden
vereinigt, im Vakuum zur Trockene verdampft, der Riickstand
mit absolutem Alkohol ausgezogen. Ungeldst blieben 8-9 g.
Ob diese Aminovaleriansédure enthalten, wurde nicht untersucht.

Der in Alkohol l6sliche Anteil wurde dann in Kupfersalze
verwandelt, die tiefblaue Losung im Vakuum zur Trockene
gebracht und endlich der Riickstand mit absolutem Alkohol
ausgekocht.
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Das ungeldst gebliebene Kupfersalz (1-3 ) hatte griine
Farbe, war auch in Wasser fast unloslich. Die Analysen
zeigten, dafl bernsteinsaures Kupfer vorliegt, ein Teil wurde
auch mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die Saure zeigte so-
fort den richtigen Schmelzpunkt 187°. #-Prolinkupfer wurde
keines gefunden.

L. 0-2174 g lufttrockene Substanz verlor bei 105° 0-0371 g Hy0; 0-1803 ¢
trockene Substanz gab 0-0801 g CuO.

1I. 02576 g lufttrockene Substanz verlor bei 105° 0°0426 g HyO; 0-2150 ¢
trockene Substanz gab 0°0960¢g Cu0, 0°2077 ¢ CO, und 0°0462 g HyO.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Gefunden
C,H,0,Cu FT—“‘—H—
2 Mol Hy0... 15-65 1707 1653
C.oiiiviin 26-21 — 2635
H.......... 2:23 — 2-38
Cu......... 3520 35-43 35°60

Die tiefblaue alkoholische Kupfersalzlosung wurde nach
der Vorschrift E. Fischer’s auf das Phenylcyanatderivat des
Prolins verarbeitet. Als Nebenprodukt entstand dabei viel Di-
phenylharnstoff, beziehungsweise dessen Anhydrid. Das Phenyl
cyanatderivat selbst war merkwilrdigerweise nur schwierig
zur Kristallisation zu bringen; es fiel immer 6lig oder harzig
aus, erst nach sehr starkem Eindampfen und langem Stehen im
Eisschrank trat Kristallisation ein. Der Schmelzpunkt blieb
konstant viel zu niedrig, d. i. 60 bis 61°, statt 143°. Ausbeute
1'1g

Die Analyse gab aber die fiir die Prolinverbindung be-
rechneten Werte. -

I. 0-1485 ¢ im Vakuum getrocknete Substanz gab 0:3618 ¢ CO, und
0-0826 g Hy0.

II, 01956 ¢ im Vakuum getrocknete Substanz gab 22:6 cm3 N bei 25°
und 735 mm.

In 100 Teilen:

Gefunden
Berechnet — e,
R , I 1L
Covinnnnnn. 66°67 6645 —
H.......... 5-57 6°18 —

N 12-96 — 12-60
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Fraktion V, 85 bis 110°. Fraktion VI, 110 bis 120°.
Fraktion VII, 120 bis 130°. Alle drei Fraktionen wurden ver-
einigt untersucht, dabei konnte aber, trotzdem das Gesamt-
gewicht 9 g an Ester betrug, nicht die geringste Menge, weder
von Phenylalanin, noch von salzsaurer Glutaminsdure und
Asparaginsidure gefunden werden.! Auch konnte nicht festgestelit
werden, welche Bestandteile sonst in diesen 9 g Ester enthalten
waren.

Die bei der Abscheidung der Ester im Kaliumcarbonatbrei
zurlickbleibende organische Substanz wurde nochmals, wie
schon beschrieben, auf Histonbasen untersucht und hiezu der
fiinfte Teil, entsprechend 132 g Kasein, verwendet.

Von Arginin wurde wiederum nicht die Spur gefunden, an
reinem Lysinpikrat 141 g, an Histidindichlorid 3-5 g.

Durch Umrechnung auf 100 Teile findet man fiir freies
Histidin und Lysin ganz dieselben Werte, die fiir Kasein
E. Hart ? angibt:

In 100 Teilen:

E. Hart Gefunden
| — e L
Lysin....... 5-8 55
Histidin ..... 2'6 2°4

Es wurde schon einige Male erwihnt, dai den in Ather
I6slichen Séuren ein in Wasser nicht 16sliches, nach Benz-
aldehyd riechendes Ol beigemischt ist. Um dieses zu isolieren,
wurden die Atherextrakte aus den 500 g Kasein zunidchst so
lange mit Wasserdampf destilliert, bis es sich nicht mehr ver-
mehrte, und nach Wechseln der Vorlage dann weiter, so
lange das Destillat noch sauer reagierte. Das erste Destillat
wurde sofort mit Kalkmilch neutralisiert und das Ol neuerdings
mit Wasserdampf tibergetrieben.

1 Dabei wurde die von E. Fischer in »Anleitung zum pridparativen
Arbeiten<, 7. Auflage, bei der Hydrolyse des Leims beschriebene Trennungs-
methode dieser drei Sduren angewendet.

2 E. Hart, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 33, 347 (1901).
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Das Ol

Es wurde in Ather aufgenommen, mit entwissertem
Natriumsulfat getrocknet, dann im CO,-Strom der Ather bei
moglichst niederer Temperatur abdestilliert und darauf der
Riickstand {iber freier Flamme destilliert. Die Destillate wurden
in mit CO, gefillten Vorlagen aufgefangen.

Zunichst geht noch viel Ather {iber, dann steigt die
Temperatur rasch bis auf 130°, bleibt dann ziemlich konstant
und der Hauptteil geht bis 140° iiber; liber 140° steigt die
Temperatur sehr rasch, es tritt deutliche Zersetzung ein, das
Destillat ist stark dunkel gefdrbt und besitzt einen stechenden
Geruch nach Bromwasserstoff, im Fraktionierkdlbchen bleibt
eine schwarze kohlige Masse zuriick.

Fraktion I, 30 bis 130°, 5-6 g. Fraktion II, 130 bis 140°,
13:0g. Fraktion III uber 140°, 3-1g Die ersten beiden
Fraktionen wurden noch einmal einer fraktionierten Destillation
unterworfen. Zunichst destilliert noch viel Ather, darauf steigt
die Temperatur wieder plotzlich bis 120°, nimmt dann langsam
bis 147° zu, dann tritt wieder deutliche Zersetzung unter starker
Bromwasserstoffabgabe ein.

Das zwischen 120 und 147° Ubergehende wurde in vier
getrennten Anteilen aufgefangen.

Auf diese Art ergaben sich folgende Fraktionen:

Bis 65°, 1-2 g, enthilt noch Ather,
65 bis 120°, 0-4 g,

120 bis 131°, 27 g,

131 bis 136°,3'0 g,

136 bis 140°, 27 g,

endlich 140 bis 147°, 34 4.

Die hochstsiedende Fraktion gibt mit Silbernitrat allein
schon gelbes Bromsilber und ist schwach braun gefarbt, die
ubrigen Fraktionen sind farblos und geben erst nach Zusatz
von starker Salpetersidure einen gelblichen Niederschlag mit
Silberldsung.

Alle Dbesitzen einen deutlichen Geruch nach bitteren
Mandeln und reduzieren ammoniakalische Silberlosung beim

Chemie-Heft Nr, 6. 43
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Erwdrmen. Mit Phenylhydrazin tritt keine Reaktion ein. Eine
" geringe Menge Stickstoff ist in allen Fraktionen enthalten. Von
Fraktionen, 120 bis 131° und 136 bis 140°, wurden Brom-
bestimmungen nach Carius im Bombenrohr ausgefiihrt. Die
gefundenen Bromwerte sind untereinander sehr verschieden
und auffallend hoch.

0°1525 g von Fraktion 120—131 gaben 01724 ¢ AgBr.
0°1657 g von Fraktion 136—140 gaben 0-2643 g AgBr.

In 100 Teilen:

Fraktion 120—131 Fraktion 136—140
N, ! Sr—— !
Brovooova... 48-11 67-87

Eine weitere Untersuchung wurde nicht ausgefiihrt.

Die Kalksalze der mit Wasserdampf fliichtigen Fettsduren
und 500 g Kasein gaben als erste Kristallisation 31-2 g. Der
schwerstlosliche Anteil wurde daraus durch wiederholtes Um-
kristallisieren aus Wasser gewonnen, das so lange fortgesetzt
wurde, bis der Ca-Gehalt konstant blieb (4-6 g).

0°0929 g lufttrockenes Salz verloren bei 105° 00065 ¢ H,0 und gaben dann
00487 g CaSO,.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Berechnet fiir
CyoH;304Ca+-H,y0 C,0H;50,Ca Gefunden
N B e
HaO .ouvot 6°:92 — 6-99
Ca.ooovnne — 1653 16-58

10°2275 ¢ bei 30° im Thermostaten dargestellte Losung lieferten bei 105°
0°8445 g Trockenriickstand.

In 100 Teilen 16sen sich an wasserfreiem Salz:

Nach Ad. Lieben! Gefunden
[ rm— e’
8-2 900

In dem mit Wasserdampf nicht fliichtigen Anteil wurde
auch dieses Mal neben Bernsteinsdure nichts Charakteristisches
isoliert. Eine ausgedehnte Fraktionierung der Silber- und Blei-
salze flihrte stets zu amorphen Substanzen.




