Uber Leucin aus Kasein
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(Vorgelegt in der Sitzung am 31. Oktober 1907.)

Zd. H. Skraup und R. Witt haben bei der Einwirkung
von Bromlauge auf Kasein #-Valeriansdure erhalten. Wenn
durch einen Oxydationsprozefl Valeriansdure aus Kasein ent-
steht, ist jedenfalls zundchst an das Leucin zu denken. Das
gewohnliche Leucin ist aber eine Isobutylaminoessigsiure,
welche die Muttersubstanz der Valeriansdure nicht sein kann.
Es liegt daher der Gedanke nahe, besonders da neben dem
linger bekannten Leucin in den Proteinen auch schon ein
Isoleucin, die 3-Methyl-4-Aminopentansidure nachgewiesen
worden ist, daB auch ein normales lLeucin vorhanden sein
miisse. Aus diesem kdnnte durch Oxydation n-Valeriansdure
entstehen. Diese Frage zu ldsen, war die Aufgabe der folgenden
Arbeit.

AlsMaterial dienten Hydrolysierungsfraktionen des Kaseins,
welche durch Ausschiitteln mit Atheralkohol schon vor ldngerer
Zeit gewonnen worden waren.

Sie lieferten im Vakuum eingedampft 2200 g, welche in
bekannter Weise nach E. Fischer verestert und auf die freien
Ester verarbeitet wurden.

Es wurden 858 g dtherlgslicher Ester erhalten, welche
dann im Vakuum (10 bis 12 mn:) destilliert und in drei Frak-
tionen aufgefangen wurden.

1. Fraktion 40 bis 60° wog 127 g.
2. Fraktion 60 bis 80° wog 20 4.
3. Fraktion 80 bis 115° wog 122 g.
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Da in der Fraktion 80 bis 115° die Hauptmenge des
Leucin enthalten ist, wurde nur diese verarbeitet und durch
zehnstlindiges Kochen mit Wasser verseift und fraktionell ein-
gedampft.

Die erste Kristallisation wog feucht 36 g, die zweite 50 g
und die dritte ebenfalls 50 g. Die ersten zwei Fraktionen wurden
mit gefalltem Kupferoxyd in die Kupfersalze verwandelt. Aus
der schwerstlgslichen Fraktion schied sich nach dem Filtrieren
etwa 5 g Leucinkupfer ab, welches mit wenig heilem Wasser
ausgekocht wurde.

Bei weiterem Eindampfen schieden sich aus den beiden
Fraktionen tiefblaue Blédttchen aus, die sich nach ihrem Kupfer-
gehalte als ein Gemisch von Leucin- und aminovaleriansaurem
Kupfer erwiesen und auch die von E. Fischer beschriebenen
Eigenschaften zeigten.

Eine Trennung der beiden Séduren durch fraktionierte
Kristallisation der Kupfersalze gelang mir nicht.

Daher wurdeh die freien Sduren durch Schwefelwasser-
stoff aus den vereinigten Kupfersalzen regeneriert und in die
Chlorhydrate verwandelt. Diese wurden aus 50 prozentiger
Salzsdure umkristallisiert und dadurch fiinf Fraktionen ge-
wonnen.

Das schwerstldsliche Chlorhydrat (5 g) gab folgenden
Chlorgehalt: '

0-3246 g bej 100° getrocknete Substanz gab 0°2836 ¢ AgCl.
In 100 Teilen:

Berechnet fiir

Gefunden
CgH,NO,Cl C5H,NO,CI — e
Clo....ooou e 21-15 . 2308 21-60

Bei weiterem Umbkristallisieren #dnderte sich der Chlor-
gehalt nicht.
0-3246 ¢ Substanz, bei 105° getrocknet, gab 0:2838 g AgCl.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

Gefunden
CeH 4 NO,Cl G H,oNO,CI ———

Cl.......... 21-15 23-08 21-55
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Das leichtestlosliche Chlorhydrat gab folgenden Chlor-
gehalt.

0-3158 g bei 105° getrocknete Substanz gab 0:2748 g AgCl.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

Gefunden
CeH4NO,Cl  C5H,gNO,CL ————
(7 AR 21-15 2308 2165

Samtliche Chlorhydrate wurden hierauf jeder fiir sich mit
gefilitem Silberoxyd entchlort und wieder in die Kupfersalze
verwandelt.

Aus dem schwerst- und leichtestldslichen Chlorhydrat
wurden durch fraktionierte Kristallisation nahezu nur Kristalle
vom Ansehen des gewohnlichen Leucinkupfers gewonnen,
wiahrend die mittleren Fraktionen ein Gemisch von Leucin und
Aminovaleriansaure waren.

Kupfersalz aus schwerstlgslichem Chlorhydrat:

0° 6835 ¢ bei 100° getrocknetes Salz gaben 0°1680 g CuO.
& &

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

C19HggNo0,Cu Gefunden
Nre— to——— [ —
Cu...ovin 19-64 19-63

Kupfersalz I, zweite Chlorhydratkristallisation:

0-1595 g bei 100° getrocknetes Salz gab 0:0410 g CuO.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

Gefunden
Cy1aHpgN304Cu  CyoHyN,0,Cu S e’
Cu......... 19-64 22-00 20°54

Das Kupfersalz aus Chlorhydrat 3 wurde nicht analysiert,
weil es schon der Kristallform und Loslichkeit nach einem
Gemisch der beiden Aminosduren dhnelte.

Chemie-Heft Nr, 1. 2
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Kupfersalz IV aus Chlorhydrat 4.

0° 3885 g Kupfersalz bei 110° getrocknet gab 0-1038 g CuO.
In 100 Teilen:

Berechnet fiir

Gefunden
C12HpgN30,Cu  CyoHyyNy0,Cu —_——
Cu.vevvvnnn 1964 2200 21-35

Kupfersalz V (aus dem leichtestldslichen Chlorhydrat):
0°3417 g Kupfersalz bei 110° getrocknet gab 0+0833 g CuO.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

CyoHogNy0,Cu Gefunden
R P —— N —
Cu......... 19-64 19-47

Aus dem Angefiihrten geht hervor, daB das Umkristallisieren
des Gemisches von Leucin und Valin in Form der Salzsdure-
verbindung eine anndhernde Trennung ermoéglicht, wobei das
Leucin in der schwerst- und in der leichtestldslichen. Fraktion
wesentlich vorwaltet.

Aus den Kupfersalzen I und V wurde durch Schwefel-
wasserstoff das Leucin regeneriert und hiebei aus I 6-5 g, aus
V 3¢ Leucin erhalten. Mit dem urspriinglichen als schwerst-
19sliches Kupfersalz abgeschiedenen Leucin konnten also im
ganzen 13 g Leucin von anndhernder Reinheit isoliert werden.

Es wurde zunidchst versucht, analog den Versuchen von
Skraup und Witt,! Leucin mit Bromlauge zu oxydieren.

3 g Leucin (von der schwerstloslichen Fraktion) wurden in 30 cwm?
#j1o NaOH gel6st und 10 cm3 Bromlauge zuflieBen gelassen. Dabei trat in der
Kilte gar keine Reaktion ein. Als dann auf dem kochenden Wasserbade erwirmt
wurde, wurden 7 cm3 N abgespalten. Nachdem im ganzen 28 cm3 Bromlauge
zugefiigt worden waren, war ungefdhr die Hilfte des N (174 cm?) abgespalten.

Bei weiterem Zufiigen von Bromlauge trat iiberhaupt keine Gasentwicklung
mehr auf. In das Reaktionsgemisch wurde schwefelige Sdure eingeleitet, bis
alles Hypobromit reduziert war. Dann wurde mit Schwefelsdure ahgesﬁuert, mit

1 Monatshefte fiir Chemie, 28, 605 ff. (1907).
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Wasserdampf destilliert. Das Destillat wurde durch Silberoxyd vom Brom-
wasserstoff befreit, mit Kalkmilch neutralisiert und eingedampft. Es konnte
jedoch nur 0-1 g Kalksalz erhalten werden, welches nicht weiter untersucht
wurde.

Infolge dieses Miflerfolges wurde mit Permanganat oxydiert.

Das Leucin wurde in Portionen zu je 2 g geldst in 100 em3 Wasser mit
je 4 g Kaliumpermanganat geldst in 200 em3 HyO versetzt und {iber Nacht
stehen gelassen. Es war vollstindige Entfdrbung eingetreten, der Geruch nach
Aldehyd aber noch deutlich wahrnehmbar, weshalb erwirmte und verdiinnte
Kaliumpermanganatldsung zugesetzt wurde, um die Oxydation vollstindig zu
machen. Es geniigte der Zusatz von wenigen Tropfen einer einprozentigen
Permanganatlésung und kurzes Erwirmen am Wasserbade.

Der ausgeschiedene Braunstein wurde abgenutscht und ausgekocht (drei-
mal). Das Filtrat wurde mit Schwefelsdure angesduert und mit Wasserdampf
destilliert, und zwar solange, bis 2 cm? des Destillats, mit einem Tropfen Kalk-
wasser versetzt, deutlich alkalisch reagierten.

Das gesamte Destillat wurde nun mit Kalkmilch bis zur schwach
alkalischen Reaktion versetzt und eingedampft. Hiebei bildete sich an der
Oberfliche eine zdhe Haut, welche das Abdunsten des Wassers erschwerte.
Wenn man das Wasser jedoch im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsdure
abdunsten lieB, so kristallisierte das Kalksalz in schonen Prismen aus.

Aus 6 ¢ Leucin (schwerstldsliche Fraktion) wurden 2 g
Kalksalz gewonnen. Dieses wurde umkristallisiert und mit dem
zuerst umkristallisierenden Salz eine Loslichkeitsbestimmung
gemacht.

05 g Substanz wurden in einer kleinen Eprouvette mit
einer zur Losung unzureichenden Menge Wassers versetzt und
ein rascher Luftstrom zwei Stunden lang-durchgesaugt. Dann
wurde die Losung von dem ungeldst Gebliebenen in ein ge-
wogenes Waigeglas abgesaugt, eingedampft und bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet.

2-9440 g Losung gab Riickstand 0-3564 g, in 100 Teilen
Wasser losen sich somit bei der Versuchstemperatur von 23°
also 14-32 Teile Kalksalz. Die Loslichkeit der Kalksalze der
Valeriansduren betragt nach Adolf Lieben? fiir normal valerian-
sauren Kalk 8-3, fliir 2-methyl-pentansauren Kalk 20°6 und fiir
isobutylessigsauren Kalk 35-0.

1 Monatshefte fiir Chemie, 15, 404 ff. (1894).
2%
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Die Ca-Bestimmung gab Werte fiir valeriansauren Kalk.

03048 g bei 110° getrocknete Substanz gab 0-1707 g CaSO,.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

CyoH;304Ca Gefunden
L e, i’
Ca.......vuee 1656 16-04

Da durch die Kalkbestimmung die Abwesenheit homologer
Verbindungen ausgeschlossen ist, mufi ein Gemisch vorliegen,
von welchem #-Valeriansédure eben die Hélfte betrdgt, demnach
das oxydierte Leucin auch #-Aminocapronsdure enthalten muf.

Durch Eindampfen der Mutterlauge dieses Kalksalzes
wurde eine zweite Kristallisation erhalten (12), mit der eben-
falls eine Loslichkeitsbestimmung, wie oben beschrieben, vor-
genommen wurde.

2:5011 g Losung gab 0°6032 g Riickstand.
In 100 Teilen Wasser 18sen sich bei 23°: 32°82 Teile Kalksalz.
Die Ca-Bestimmung gab folgende Werte:

0-2676 g bei 110° getrocknete Substanz gab 0-0635 ¢ Ca 0.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

C,¢H504Ca Gefunden
Nt N, st
Ca.oviiiii, 16+56 16°76

Diese Fraktion besteht demnach fast nur aus isovalerian-
saurem Salz.

Auch die 3 g Leucin, erhalten aus der leichtestloslichen
Fraktion der Chlorhydrate, wurden wie oben oxydiert und
das Calciumsalz hergestellt. Hiebei wurde 1 g Kalksalz erhalten,
welches ebenfalls in Prismen kristallisierte.

0-5295 g Losung gab 0°1382 g Riickstand.

In 100 Teilen Wasser 16sen sich bei 28°: 3532 Teile Kalksalz.
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Die Ca-Bestimmung ergab dagegen einen zu hohen Wert:
01224 g bei 110° getrocknete Substanz gab 0-0312 g CaO.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir
CyoH150,Ca Gefunden

J—

Ca.ovvnnnt 16-56 17-99

Der ungeldste Riickstand wurde abermals mit einer zur
Ldsung unzureichenden Menge Wassers versetzt und wieder
eine Loslichkeitsbestimmung durchgefiihrt.

18966 g Losung gab 0+4937 g Riickstand.
In 100 Teilen Wasser 16sen sich bei 23°: 35°19 Teile Kalksalz.

Die Ca-Bestimmung ergab folgende Werte:

02996 g bei 110° getrocknete Substanz gab 0°0753 g CaO.

In 100 Teilen:

Berechnet fir

CiyHy30,Ca Gefunden
—
Ca.ovvvnnntn. 1656 17-97

Dieses Kochsalz diirfte stark durch buttersauren Kalk
verunreinigt sein, der 18-23%; Ca enthélt.

Das von mir untersuchte Leucin aus Kasein enthilt nach
meinen Versuchen eine sehr kleine Menge a-Amino-#-Capron-
sdure. Es mufl wohl berlicksichtigt werden, daf§ nur ein kleiner
Teil des Leucins in kristallisierte Form zu bringen war. Immer-
hin mufl es fraglich erscheinen, ob die Angabe von Kwizda,
der aus Kasein-Leucin durch Jodwasserstoffsdure p-Capron-
saure erhalten zu haben erklért, richtig ist.




