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Uber die partielle Hydrolyse von Edestin

Zd. H. Skraup und A. Wadber.

Aus dem II. chemischen Universitdislaboratorium in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung am 18. Februar 1909.)

Durch gemifigte Einwirkung von verdlinnter Schwefel-
saure auf Gelatine hat der eine von uns mit F. Hummel-
berger! Albumosen und Peptone dargestellt, welche bei voll-
stdndiger Hydrolyse gewisse Verschiedenheiten in ihrer quanti-
tativen Zusammensetzung gezeigt haben. Einige von diesen
sind verhéiltnismédBig gering und moglicherweise von Versuchs-
fehlern herrlihrend; dagegen konnte mit Sicherheit festgestelit
werden, dafl die mit Ammonsulfat leichtest aussalzbare Albu-
mose am drmsten an Glutaminsdure, am reichsten an Glykokoll
ist, daf die schwerer aussalzbare relativ mehr Glutaminsiure,
dafiir weniger Glykokoll enthédlt und dafi das Uberhaupt nicht
aussalzbare Pepton am meisten Glutaminsdure enthilt. Auch
fiir das Lysin wurden Unterschiede aufgefunden; das nicht
aussalzbare Pepton hat am meisten, die leichtest aussalzbare
Albumose am wenigsten Lysin.

Es schien wiinschenswert, dhnliche Versuche mit anderen
Proteinen vorzunehmen. Bei diesen stieflen wir anfinglich auf
die Schwierigkeit, solche in starken S&uren ohne anhaltendes
Erhitzen in Losung zu bringen. Diese lief§ sich aber sehr leicht
Uberwinden, als statt wésserigen Sduren Gemische dieser mit
Eisessig angewendet wurden. Wir haben verschiedene Proteine,

1 Monatshefte flir Chemie, 1908.
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wie Eieralbumin, Kasein, Edestin und Serumglobulin, in dieser
Richtung untersucht und iibereinstimmend gefunden, daB, wenn
diese mit dem sechsfachen Gewicht eines Gemenges von
gleichen Raumteilen rauchender Salzsdure und Eisessig tiber-
gossen und dann geschiittelt werden, der grofite Teil sehr
rasch in Losung geht und bei Anwendung einer Schiittel-
maschine in wenig Stunden auch der Rest in Losung gegangeri
ist. Schon nach sehr kurzer Zeit tritt die bekannte Tiefviolett-
farbung ein. Ein Gemisch von gleichen Raumteilen Schwefel-
sdure und Eisessig 16st dagegen selbst nach tagelangem Stehen
auflerordentlich wenig und erst nach einigen Tagen ist eine
schwache Farbung wahrzunehmen. Wird die essigsalzsaure
Losung nach dem Verdlinnen mit Wasser mit Ammoniak
nahezu neutralisiert, so fallen amorphe Massen aus; schon
nach eintdgigem Stehen der sauren Losung bei Zimmer-
temperatur wiegen sie viel weniger als das urspriingliche
Protein. Im Laufe der Einwirkung nimmt das Gewicht der
Fallung immer mehr ab, um endlich ziemlich konstant zu
werden. _

So betrugen die bei 100° getrockneten Fillungen, die in
ziemlich roher Weise vorgenommen wurden, nach 1, 2,4, 5
und 7 Tagen aus je 1 g:

Tage... 1 2 4 5 7
Eieralbumin....... 0-44 0-32 024 0-18 0-14
Serumglobulin..... 0-34 0-28 0-11 0-10 0-08
Edestin........... 0-69 0-26 0-17 012 0-11

Von den nach viertdgiger Einwirkung entstehenden Fal-
lungen sowie den urspriinglichen Proteinen wurden mit Hilfe
der eben ndtigen Menge Atzkali 29/, wisserige Losungen
bereitet und mit diesen die bekannteren Farbenreaktionen auf
Eiweifistoffe ausgefiihrt (siehe folgende Seite).

Die Reaktionen wurden bei den verschiedenen Proteinen
in genau derselben Weise ausgefiihrt und traten die Unter-
schiede auch bei den Wiederholungen immer wieder auf.
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Wir wollen auf die Unterschiede, die zwischen den ur-
spriinglichen Proteinen und den aus ihnen entstandenen »Fil-
lungen« auftreten, an dieser Stelle nicht weiter eingehen und
begniigen uns, darauf aufmerksam zu machen, daB solche
Farbenunterschiede in quantitativer Richtung Schliisse zu-
lassen. Beim Edestin wurde beispielsweise beobachtet, dafi es
eine lebhaftere Tyrosinreaktion gibt als die aus ihm ent-
stehende »IFallung«. Und in der Tat wurde bei der Hydrolyse
gefunden, daff die »Fidllung« nur 1-4%, Tyrosin liefert, statt
2-1%, wie das urspriingliche Edestin. Damit erhalten auch
andere Unterschiede in der Intensitdt der Farbenreaktionen,
so die bei den »Kohlenhydratreaktionen, einige Bedeutung.

Wir haben beim Edestin die Einwirkung von Essigsalz-
sdure weiter verfolgt und gefunden, dafi neben der in Wasser
sehr schwer [8slichen Fallung, welche der Protalbinsdure, die
aus Eiereiweiff und anderen Proteinen bei der Einwirkung von
Alkalien entsteht, vergleichbar ist, auch eine Albumose und
ein Pepton entsteht. Wegen experimenteller Schwierigkeiten
sind diese zwel im allgemeinen nicht getrennt, sondern als
Gemenge untersucht worden.

Es sei bemerkt, dal im Filtrat der »Protalbinsdure« auch
bei Ganzsétligung mit Ammonsulfat eine sehr geringe Fillung
entstand und diese so schwer filtrierbar war, dafl wir auf eine
Beseitigung der Albumose verzichtet haben. Als aber das
«Pepton« isoliert war, zeigte es sich, dafi es zu 73%, aus einer
durch Ammonsulfat fdllbaren Albumose bestand. Vielleicht
behindern in der mit Ammoniak abgestumpften urspriinglichen
Lbdsung die massenhaft vorhandenen Ammonsalze der Salz-
und Essigsdure die Fillung der Albumose.

Aus 100 Teilen Edestin erhielten wir 13 Teile der in
Wasser fast nicht léslichen »Protalbinfraktion« und 27 Teile
des in Wasser leicht 18slichen Albumose-Pepton-Gemenges.
Wir wollen der Kiirze halber letzteres in der Folge schlecht-
weg Stoff B, die »Protalbinfraktion« Stoff 4 benennen. Daf
abgesehen vom Peptongehalt in der Albumose auch sonst in
den untersuchten Stoffen chemische Individuen nicht vorliegen,
braucht wohl nicht hervorgehoben zu werden.
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Um zu erfahren, ob und in welcher Weise bei der Hydro-
lyse das im Edestin vorhandene Verhiltnis der Aminoséuren
verdndert wird, wurde die Hydrolyse der beiden Fraktionen
vorgenommen. Folgende Tabelle enthélt die erhaltenen Zahlen,
welchen die Angaben {iber das Edestin aus dem Cohnheim-
schen Lehrbuche beigefiigt sind.

Edestin Stoff 4 Stoff B

Histidin. ..........covviutn 2-19%/, 2+2 0/ 3:6 0,
Arginin.....veeiin i, 1417 56 12-97
Lysin cvvviiininniannenne. 1:65 0-81 0-85
Tyrosin....ooovevninvea... 213 1-4 2-1
Glutaminsdure ............. 6 15 10-86
Prolin ......ovviiinnnn, 1 1-69 073
Phenylalanin .............. 2 0-18 0+39
Aminoséuren (Leucin-Alanin-

Glykokoll) ..vvvvvvvnvnn, 11-1 1 9-35 3-49

Der Histidingehalt nimmt innerhalb sehr enger Grenzen
kontinuierlich zu, so daff Stoff B den Hochstgehalt an Histidin
zeigt. Wesentlichere Unterschiede sind beim Arginin vorhanden.
Beim Ubergang des Eiweifikorpers in Stoff A werden etwa 89/,

1 Bei Berechnung dieser Zahlen haben wir bei der Hydrolyse der Stoffe
A und B blof jene Aminosiduren berlicksichtigt, die aus den bei 12 mm bis
100° iibergehenden Fraktionen erhalten wurden, weil Skraup und Hummel-
berger dieselbe Rechnung beim Eiweif angewendet haben. Die von Abder-
halden beim Edestin mitgeteilten Zahlen sind nicht ohne weiteres vergleich-
bar, da Abderhalden die Destillation von 60° aufwirts bei viel niedrigerem
Druck (0° 2 mu) vorgenommen hat als wir (12 ). Der in der Tabelle fiir das
Edestin aufgenommene Prozentgehalt von 11'10/, berechnet sich aus den bis
60° (bei 10 mm) aufgefangenen Fraktionen. Die bis 100° bei demselben Druck
iibergehende ist nicht mitber{icksichtigt, wodurch die von Abderhalden fiir
das Leucin, Alanin und Glykokoll ermittelten Zahlen von uns zweifellos zu
niedrig berechnet werden. Wenn man, was wohl zuldssig ist, von der fiir die
Fraktion bis 100° bei 0'2 mun iibergehenden Menge annimmt, dafi die Halfte
bei einem Drucke von 12 s bis 100° ibergegangen, also mit unserer Zahl fiir
die Stoffe 4 und B vergleichbar wire, berechnet sich fiir das Edestin an Leucin
und Alanin statt 110/, etwa 1990/,
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Arginin abgespalten. Im Stoff B ist der urspriingliche Wert fast
wieder erreicht; der Unterschied im Arginingehalt zwischen
Stoff B und dem Edestin betrdgt nur etwa 1°/,, ein Wert, der
von Versuchsfehlern herriihren kann. Der Lysingehalt in Stoff 4
und B ist ziemlich der gleiche; es zeigt sich aber eine kleine
Abnahme bei Stoff 4 und B gegeniiber dem Edestin selbst.
Tyrosin ist in A geringer, in B fast gleich wie im Edestin.
Ersteres stimmt, wie frither erwdhnt, mit dem Ausfall der
Millon’schen Reaktion.

Beim Prolin zeigt sich eine kontinuierliche Verminderung,
die bei Stoff B auierhalb der Fehlergrenze liegen diirfte. Ahn-
liches gilt flir das Phenylalanin, das sowohl im Stoff 4 wie im
Stoff B um etwa den gleichen Betrag von 2%/, verringert ist.
Grofle Unterschiede zeigen sich weiter in bezug auf den Glut-
aminsduregehalt. Im Stoff 4 ist dieser dem Edestin gegeniiber
auf etwa 1/, gesunken, im Stoff B aber fast doppelt so hoch
als im urspriinglichen Edestin.

Leucin, Alanin etc, die zusammen im rohen Zustande
gewogen wurden, sind im Stoff 4 und B in ungefdhr gleicher
Menge vorhanden, aber sicher in geringerer als im Edestin
(siehe Anmerkung auf p. 293 der Abhandlung).

Folgende Tabelle enthilt eine Ubersicht der Ausbeuten an
Ester und der Aminosduren (bei letzteren sind Prolin, Glutamin-
sdure und Phenylalanin nicht mitgerechnet) aus den einzelnen
Fraktionen. Die Angaben flir das Edestin sind der Arbeit von
Abderhalden?® entnommen. Wie schon bemerkt, hat Abder-
halden bei viel kleinerem Drucke (0-2 mm) gearbeitet als wir
(12 bis 10 mem). Die Vergleiche sind daher nur anndhernd.

I. Fraktion (bis ! II. Fraktion (100 ‘ 1L Fraktion (125

l
! 100°): entspricht | bis 125°): ent- bis 170°): ent-
X bei Abderhalden|spricht bei Abder-|spricht bei Abder-
% etwa der 1., 2. und| halden etwa der | halden etwa der
} 3. Fraktion 4. Fraktion 5. Fraktion
Edestin....... 49-20/, 2 9:9 9/, 719,
Stoff 4 ....... 13-2 5-8 6°6
Stoff B ....... 106 98 18+2

1 Zeitschr. f. physiol. Chemie, 37, 499 (1902).
2 Vgl. die Anwendung auf p. 293 dieser Abhandlung.
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Obzwar wir, wie schon erwdhnt, auf eine eingehendere
Trennung der fliichtige Ester liefernden Aminosduren verzichtet
haben, 146t der Vergleich der einzelnen Zahlen den Schluf zu,
daf3 gegeniiber dem Edestin in den Stoffen 4 und B die als
Ester niedriger siedenden Aminosguren (Glykokoll, Alanin und
Leucin) vermindert, die hoher siedenden (Asparaginsdure und
das Serin) dagegen vermehrt sind.

Wie schon frither erwdhnt wurde, weisen auch die Farben-
reaktionen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Stoffen auf. Bevor auf die einzelnen Unterschiede eingegangen
wird, ist noch folgendes zu erwahnen: Erb?! gibt an, daf§ beim
Edestin die Reaktionen nach Molisch, Adamkiewicz und
Liebermann negativ ausfallen; #hnliches gibt Osborne? an.
Unser Edestin (aus Hanfsamen, Prédparat von Hochst) gibt alle
diese Reaktionen, wenn auch die nach Molisch in schwachem
Grade. Durch viermaliges Autldsen des Edestins in verdiinntem
Ammoniak und Wiederausféillen desselben mit verdiinnter
Schwefelsdure (um etwa Verunreinigungen zu entfernen) wurde
zwar die Reaktion mit a-Naphtol abgeschwicht, deutlich aber
blieben die Reaktionen mit Thymol, nach Adamkiewicz-
Hopkins und die von Liebermann.

Bei den Farbenreaktionen wurden sowoh! gleiche Mengen
der Probeltsungen wie der Reagenzien beniitzt. Je 1'5 ¢ eines
jeden Stoffes wurde in der eben nodtigen Menge Kalilauge
geldst und auf 20 cm® gebracht.

|
‘ Edestin Stoff 4 Stoft B

I

Biuretreaktion:
2 ¢m® KOH und
4 Tropfen verd.
CuSO,-Ldsung

blauviolett rotbraun dunkelrot

Xanthppl‘f)te{ﬂ' dunkelgelb. Etwas
reaktion: mit gelb dunkelgelb lichter wie bei
2 ¢m® konz. HNOg Stoff 4

erwiarmt

1 Zeitschr. f. Biol,, 47, 309 (1901).
2 Cohnheim, Eiweifkorper, 2. Aufl,, 175.

Chemie-Heft Nr. 3. 20
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Edestin ‘ Stoff A

] Stoff B

schwach rosa.

reaktion. 3 Tropfen
Glyoxylsdure und
2 cm? konz. HySO,

dunkelbraun

mit etwas vio-
lettem Farbenton

l\élel;(l):tliig?e schwach rosa sehr schwach Ungefdhr gleich
5 Tronfen Rea- enz rosa wie beim Edestin
P g selbst
Thymolreaktion:
3 Tropfen Thymol ~dunkelgelb. intensiv sehr schwache
und 2 cm® Konz. Etwas rotlich dunkelrot rotliche Farbung
H,50;
e-Naphtolreaktion:
3 Tropfen braun mit vio- intensiv .- .
o-Naphtol und | lettem Farbenton violettbraun Reaktion negativ
2 oms konz. HaSO,
Reaktion nach
,E{ ;Etg}l)ﬁ:ri- schmutzigbraun

blauviolett

Schwefelblei-
reaktion: Die
Lésung wurde mit
- alkalischer Blei-
. 16sung auf dem
Wasserbade

gekocht

Die urspriinglich
lichtgeibe Losung
wurde dunkel-
braun gefarbt

Die urspriinglich
braune Lésung
wurde etwas
dunkler gefdrbt

Die urspriinglich
dunkelgelbe
Losung wurde
gerade noch etwas
dunkler gefarbt

Liebermann’sche
Reaktion: In allen
Féllen gleiche
Mengen der
Trockensubstanz

schwach
blauvioclett

braun mit vio-
lettem Farbenton

lichtbraun

Die Biuretreaktion ist bei' Stoff A und B positiv. Stoff B
zeigt die reine rote Farbung, die den Albumosen und Peptonen
eigen ist. Die Xanthoproteinreaktion ist ebenfalls positiv, am
stirksten bei Stoff A. Die Millon’sche Reaktion ist dafiir bei
Stoff 4 am schwichsten, bei Stoff B ist sie ungefdhr gleich
stark wie beim urspriinglichen Eiwei. Die Schwefelblei-
reaktion ist beim EKEdestin sehr deutlich, bei den Stoffen .4
und B dagegen sehr schivach.
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Was die Reaktion von Molisch betrifft, so gibt Stoff 4
mit Thymol eine intensive dunkelrote, mit a-Naphtol eine
intensive violettbraune Fédrbung. Stoff B zeigt mit Thymol
eine nur sehr schwache rotliche Fdrbung, mit a-Naphtol so
gut wie keine IFarbung. Es scheint also, dafl die Kohlehydrat-
gruppe im Stoff 4 reichlich vorhanden, im Stoff B dagegen
abgespalten ist. Das gleiche beweist auch die Liebermann’sche
Reaktion. Bei Stoff B tritt nur eine leichte Farbenverdnderung,
bei Stoff 4 dagegen eine satte violettbraune Farbung auf. Die
Tryptophanreaktion nach Hopkins ist bei Stoff B sehr intensiv
blauviolett, bei Stoff A sieht man eine schmutzigbraune Farbung
mit etwas violettem Farbenton.

Da der Stoff B ein Gemenge ciner Albumose und eines
Peptons ist, war es anzunehmen, dafl diese zwei Bestandteile
die Farbenreaktionen mit verschiedener Intensitit geben. Es
wurde das Gemenge in Wasser gel6st, mit Schwefelsdure
schwach angeséduert, mit konzentrierter Ammonsulfatiosung
vollstandig ausgefallt, im Filtrat mit reinem Baryt die Schwefel-
sdure genau ausgefillt und das Filtrat vom Bariumsulfat zur
Trockene eingedampft. Mit dem so erhaltenen Pepton wurden
unter den frither erwidhnten Bedingungen die Farbenreaktionen
wiederholt, aber Kkeine besonderen Abweichungen wahr-
genommen,

Wenn man die Reaktionen von Molisch und Lieber-
mann als beweiskriftig flir die Anwesenheit des Kohlen-
hydratkomplexes ansieht, spricht ihre verschiedéne Stirke bei
den Stoffen A und B dafiir, daf der Kohlenhydratkomplex des
Edestins in dem schwerer 16slichen Stoff A noch vorhanden,
in dem leichter 16slichen Stoff B (Atbumose und Pepton) nicht
oder doch untergeordnet anwesend sei.

Skraup und Hummelberger haben bei Hydrolyse von
Eiereiweify mit Natronlauge aber gerade entgegengesetzte Ver-
héltnisse aufgefunden. Die in Wasser schwer 15sliche Protalbin-
sdure (vergleichbar dem Stoffe 4) gibt die; Reaktionen von
Molisch und Liebermann kaum merklich; diese treten deut-
lich bei der Lysalbinsdure, noch stirker bei dem Pepton auf.

Es war nicht unmoglich, dafi dieser Gegensatz daher
kommt, daf die Hydrolyse beim Edestin mit starken Saulen

20%
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beim Oxalbumin mit Alkalien durchgefiihrt wurde. Um dariiber
Aufschlufl zu erhalten, haben wir das Edestin ganz in der-
selben Art mit Natronlauge behandelt wie Skraup und
Hummelberger das Oxalbumin. Es entstanden auch hier
drei in Loslichkeitsverhéltnissen sehr verschiedene Stoffe, eine
in Wasser sehr schwer 18sliche Fraktion (Protalbinsdure), eine
wasserlosliche, mit Ammonsulfat aussalzbare Albumose, Lys-
albinsiure und ein nicht aussalzbares Pepton.

Mit diesen drei Fraktionen wurden die frither beschrie-
benen Farbenreaktionen ausgefiihrt. (Die Lysalbinfraktion und
das Pepton waren mit Ammonsulfat verunreinigt, letzteres
auch noch mit Aminoséuren.)

Edestin Pro‘t_albm~ Lysﬂalbm— Lysalbin-
sdure sdure pepton
Biuretreaktion:
2 em3 konz. KOH
und 3 Tropfen | blauviolett rotviolett violett violett
verd. CuSO,-
Losung
Xanthoprotein-

reaktion: Die
Losung wurde -
auf dem Wasser-| schwach gelb | schwach gelb | schwach gelb | schwach gelb
bade mit 2 cm?

konz. HNO;
erwarmt
Millon’sche
Reaktion: rosa Die Reaktion wird immer keine
5 Tropfen schwicher Reaktion
Reagenz
Th};’m’?;x(')e;a;légon: gelb mit gelb mit nur
etwas ganz schwach
Thymol und rotgelb dunkelrotgelb r6tlichem rBtlichem
2 cm3 konz. ;
H,S0, Farbenton Farbenton
a-Naphtol-
reaktion: braun mit braun mit .
3 Tropfen " deutlich dunkel- br?;ltté I;mt b
a-Naphtol und | violettem violettem raun
2 cm3 konz. Farbenton Farbenton Farbenton

H,SO,
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Edestin Protalbin- Lysalbin- Lysalbin-
saure saure pepton
Reaktion nach
Hopkins:
3 Tropf_@n dunkelblau ebenso ebenso ebenso
Glyoxylsdure
und 2 cm3 konz.
H,50, |
Schwefelblei-
reaktion: die Die urspriing-
Losung wurde lich brédunliche . -
mit alkalischer braun Loésung wird Keine Fark?enverand.erung.
oo Reaktion negativ
Bleilésung etwas dunkler )
auf dem Wasser- gefidrbt
bade gekocht
Reaktion nach
Liebermann:
lei -
gtlewhe Su: gelb mit gelb mit sehr
S a:nz(;neng i’? schwach schwach schwach roét- nesativ
wurden m violett violettem  [lichem Farben- &
2 cmi3 rauchen- Farbenton ton
der HCI auf
dem Wasser-
bad erhitzt

Wie aus der Tabelle hervorgeht, bestehen bei den mit
Protalbin-, Lysalbinsdure und Lysalbinpepton bezeichneten
Fraktionen dieselben Unterschiede in den Farbenreaktionen,
die fir den Kohlenhydratrest charakteristisch sind, wie bei den
Stoffen 4 und B der sauren Hydrolyse. Es macht infolge-
dessen beim Edestin fiir die Verteilung des Kohlenhydrat-
restes nichts aus, ob die Hydrolyse mit alkalischen oder
sauren Mitteln erfolgt, und wenn nun zwischen dem Edestin
und dem Oxalbumin der Unterschied besteht, dal bei der
partiellen Hydrolyse des ersten die Kohlenhydratreste sich
in den in Wasser schwerer 16slichen Produkten der Hydro-
lyse anhdufen, bei dem zweiten aber umgekehrt in den
- leichter [6slichen, so ist man wohl berechtigt, dieses ver-
schiedene Verhalten auf Konstitutionsunterschiede zurlick-
zufiihren.
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Wenn man die Verteitung der verschiedenen einfachsten
Spaltungsstiicke im Edestin sowie in den Stoffen 4 und B mit
jener vergleicht, die im Eiweil und seinen durch alkalische
Hydrolyse entstehenden Abkdmmlingen (Protalbin, Lysalbin
und Pepton) besteht, so stellt sich folgendes heraus:

Geht Eiweil in die Protalbinsdure iiber, so steigt der
Gehalt an Histidin, Tyrosin, an Phenylalanin und Aminosduren
(Leucin, Alanin) in einem Uber die Fehlergrenze hinaus-
gehenden Grade, die Glutaminsdure nimmt ab.

Bei dem vergleichbaren Ubergange von Edestin in den
Stoff A nimmt ebenfalls die Glutaminsdure ab, es findet aber
im Gegensatz zum Eiereiweifl auch eine Verminderung von
Tyrosin, Phenylalanin und den Aminosduren statt und das
Arginin, welches bei der alkalischen Hydrolyse des Eiweifles
in allen Produkten dieser in fast gleicher Menge vorhanden ist,
wird bei der sauren Hydrolyse des Edestins durch den Uber-
gang in den Stoff 4 sehr wesentlich vermindert.

Beim Eiweifi wurde beobachtet, dafl fiir alle die bekannteren
einfachen Spaltungsprodukte die Regelméﬁigkeif gilt, dafl sie
insgesamt in der Reihenfolge Protalbinsdure, Lysalbin und
Pepton abnehmen, so dafi letzteres von ihnen iiberhaupt nur
sehr kleine Mengen enthilt.

Beim Edestin ist diese Regelméfiigkeit zum Teil geradezu
verkehrt. -

Im Stoff B (Gemenge von Albumose und Pepton) nehmen
im Vergleich zum Stoff A4 (der Protalbinsdure vergleichbar) das
Histidin merklich, Arginin, Glutaminsdure sehr erheblich zu
und iiber das Mafl der zu erwartenden Versuchsfehler.

Ob diese Unterschiede ausschliellich der verschiedenen
Konstitution des Edestins und Eiweifles oder teilweise, wenn
nicht ganz der verschiedenen Art der Hydrolyse zufallen, beim
Edestin durch Sauren, beim Eiweifl durch Alkalien, soll durch
weitere Versuche ermittelt werden. :

Schliefilich sei noch bemerkt, daffl nach Abderhalden
und Reinhold? Edestin aus Sonnenblumen mit Pankreassaft
hydrolysiert, relativ rasch das ganze Tyrosin und wohl auch

1 Zeitschr. f. physiol. Chemie, 44, 284.
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die ganze Glutaminsdure abscheidet. Was die Glutaminsdure
anbelangt, liegen vergleichbare Zahlen nicht vor, da Abder-
halden und Reinhold die Glutaminsdure aus diesen Ver-
dauungsversuchen nur im rohen Zustande gewogen haben.
Unsere Versuche zeigen, dafl wenigstens bei saurer Hydrolyse
das Tyrosin nicht sofort vollstindig abgespalten, sondern in
einem pepton- oder albumoseartigen Zwischenprodukt voriiber-
gehend aufgespeichert wird.

Experimenteller Teil.

500 g lufttrockenes Edestin (= 446 g Trockensubstanz)
wurden in die zehnfache Menge eines Gemisches von gleichen
Raumteilen Eisessig und rauchender Salzsdure unter fort-
wihrendem Schiitteln eingetragen. Nach 5 Stunden war die
Substanz vollstandig mit rotvioletter Farbe geldst. Nach 96-
stlindigem Stehen bei gewdhnlicher Temperatur wurde die
Lésung unter guter Eiskithlung mit Ammoniak bis zur schwach
sauren Reaktion versetzt.

Der ausfallende Niederschlag wurde trocken genutschi,
dann mit '/, I Wasser angerieben und nochmals abgenutscht.
Die lufttrockene Féllung wog 407 g. Sie enthielt 28°/, Wasser,
selr erhebliche Mengen von Chlorammonium (45%,) und etwas
Ammoniumacetat (0°5%,), also nur rund 25°/, = 997 ¢ orga-
nische Substanz, was mit den Ergebnissen der im kleinen
Mafistab ausgefliihrten Vorversuche recht gut stimmt.

Der Niederschlag wurde fein gepulvert, in 1/ heiflen
Wassers eingetragen, wobei er halbweich wurde, und in
diesem gut verrlihrt. Nach Wiederholung dieser Operation
betrug das Gewicht der Fillung lufttrocken 130 g0 Um die
letzten Reste von Chlorammonium wegzubringen, mufite noch
fiinfmal mit etwa je 400 cm?® heiflen Wassers verriihrt werden.
Im letzten Waschwasser war dann kein Chlor mehr nach-
zuweisen.

Der in Wasser schwer 18sliche Stoff (Stoff 4) hatte nun
im feuchten Zustand ein Gewicht von 78 ¢ und enthielt
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58 g Trockensubstanz. Jedes der finf letzten Waschwisser
wurde separat eingedampft. Sie hinterlieflen an Rickstand:
das erste Waschwasser 16 g, die folgenden 10, 3, 1 und
0-7g.

Aus diesen Daten geht hervor, dafi der Hauptbestandteil
der Ammoniakfallung in Wasser praktisch kaum léslich ist
und durch die beschriebenen Operationen von leichter 18s-
lichen Beimengungen der Hauptsache nach befreit werden
konrte. Nach seinen Eigenschaften entspricht er der Protalbin-
sdure, die durch Hydrolyse mit Alkalien aus Proteinen zu
erhalten ist.

Filtrat und die allerersten Waschwésser vom Stoff A4
wurden eingedampft, bis sich Chlorammonium reichlich ab-
schied. Von der klaren Fliissigkeit wurden 300 em® entnommen
und mit fein gepulvertem Ammonsulifat gesdttigt. Es fiel auch
nach ldngerem Stehen nur ein sehr geringer Niederschlag aus.
Deshalb wurde vom Aussalzen der Albumosen mit Ammon-
sulfat abgesehen und die Flissigkeit durch weiteres Ein-
dampfen von Chlorammonium befreit und solches forigesetzt,
solange noch erhebliche Mengen desselben auskrystallisierten.
Um Verluste an organischer Substanz mdoglichst zu vermeiden,
wurde das trocken gesaugte Salz mit 50°/, Alkohol angeriihrt
und wieder scharf abgenutscht. Um das in der Fliissigkeit
noch enthaltene Chlorammonium und Ammonacetat zu ent-
fernen, wurde endlich die Losung der Dialyse unterworfen. In
einem Vorversuche wurden zuerst 70 cm® der Fliissigkeit durch
entsprechendes Verdiinnen auf etwa 109%, gebracht und in
einem Schlauch von Pergamentpapier dialysiert. Das Aufien-
wasser wurde nach jedesmaligem Ablassen auf die Hohe des
Innenschlauches nachgefillt. In einem Teile der abgelassenen
Fliissigkeit wurde der Chlorgehalt bestimmt, der Rest ein-
gedampft. Zum Schlusse nahm der Chlorgehalt im Aufen-
wasser so gut wie nicht mehr ab, der Chlorgehalt im Innen-
schlauch ebenfalls nicht. Letzterer war schlieilich erheblicher
als der in der Auflenfllissigkeit.
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Das Dialysier- Gewicht des | Gesamtchlor-
Wasser aus |y a0 Gesamt- Riickstandes | gehalt der im
dem dufieren D.u en chlorgehalt vom ein- Innern des

ialysier- : K
Mantel wurde assers des Dialysier-| gedampften Schlauches
abgelassen wasser wassers Dialysier- befindlichen
nach wasser Fliissigkeit
12% ! 227 cm? 112 ¢
2.1z | 288 08
! 11-2 g

3.12 ; 310 0-59

5.12 333 0°33

6.12 . 358 0-28 0-92

7.12 368 0+09 0-58 0-126 &

9.12 \ 360 0-03 0-56 0-044
11.12 | 846 0-02 0-53 0-028
13.12 ‘ 322 0°015 0-34 0-024

|

Nach diesem Vorversuche wurde nun die {ibrige Fliissig-
keit nach der Verdiinnung auf 109/, der Dialyse unterworfen.
Ihr Gesamtvolumen war dann 7116 cw®. Nach je 24 Stunden
wurde das Wasser gewechselt. Nach 8 Tagen war auch dies-
mal im Innern der Schlduche fast kein Chlor nachzuweisen.
Die Dialysierwidsser wurden eingedampft und der Riickstand
gewogen.

Der Riickstand des Dialysferwassers wog nach 24 Stunden 271 g, nach
2,24 Stunden 149 g, nach 3.24 Stunden 76 g, nach 4.24 Stunden 46°5 g, nach

5.24 Stunden 30 g, nach 6.24 Stunden 20 g, nach 7.24 Stunden 13 g, nach
8.24 Stunden 5 g.

Der Inhalt der Dialysierschlduche wurde nach der Unter-
brechung der Dialyse bei moglichst geringer Temperatur auf
dem Wasserbad eingedunstet. Der zurlickgebliebene Stoff
(Stoff B) wog in feuchtem Zustand 134-6 g. Nach dem Vor-
versuche waren 1275 ¢ zu erwarten. In 100 Teilen des
feuchten Stoffes waren noch 10°5%/, Wasser enthalten. Dem-
nach entsprechen 1346 g feuchte Substanz 120-5 g trockener
Substanz. Dieser Stoff, der in Wasser sehr leicht l8slich ist
erwies sich, wie schon erwihnt, als ein Gemenge von Albu-
mose und Pepton. Um das Verhdltnis beider Stoffe festzustellen,
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wurden 1-494 g trockene Substanz in der eben ndtigen Menge
Wasser geldst, mit Schwefelsdure angesduert, dann geséttigte
Ammonsulfatlésung zugesetzt, solange eine Fillung zu beob-
achten war. Vom Niederschiage wurde abfiltriert, im Filtrat
mit reinem Atzbaryt die Schwefelsiure genau ausgefdllt und
das Filtrat vom Bariumsulfat zur Trockene gedampft. Der Riick-
stand (ein durch Ammonsulfat nicht fdllbares Pepton) wurde
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und betrug 0-415 g.

100 Teile des Stoffes B enthalten daher 73 Teile Albumose
und 27 Teile Pepton.

Hydrolyse der Stoffe 4 und 5.

Die Hydrolyse behufs Nachweises der einfachsten Spal-
tungsstiicke erfolgte nach Kossel-Kutscher, ebenso die
Bestimmung der Hexonbasen. Die Gibrigen Aminoverbindungen
haben wir im wesentlichen in der Art bestimmt, wie es Skraup
und Hummelberger bei der Untersuchung der Protalbin-
saure etc. beschrieben haben. Kleine Abdnderungen werden
bei den einzelnen Analysen erwihnt. Beim Auskrystallisieren
der rohen salzsauren Glutaminsdure wurde durchschnittlich
8 Tage im Eisschrank belassen.

Um die Zusammensetzung des von uns beniitzten Ede-
stins kennen zu lernen (Prdparat der Hochster Farbwerke
aus Hanfsamen), wurde die Kossel-Kutscher'sche Trennungs-
methode der Hexonbasen mit dem Edestin ausgefiihrt. Ver-
wendet 60 g trockenes Edestin mit 180 g konzentrierter
Schwefelsdure und 360 g Wasser. Kochdauer 14 Stunden. In
folgender Tabelle sind auch die in der Literatur vorliegenden
Analysenzahlen! angegeben. '

\‘ Histidin l Argininr Lysin

- . 1-350/, 107 9/, 1099/,
Schulze und Winterstein. { 0-98 11-2 155

Abderhalden ....... ... covenan 1-1 117 1

2:6 13-97 1:67
Kossel und Platten ........... 21 14-36 163
2-1 — —
Skraup und Wéber............. 1-2 12-2 0-9

1 Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 38.
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Stoff 4.

40-4 g lufttrockene Substanz (‘: 30 g Trockensubstanz!),
dreifaches Gewicht konzentrierte Schwefelsdure, sechsfaches
Gewicht Wasser, Kochen am RuckfluGkiihler 14 Stunden. Es
wurde gefunden: 0-968 g Histidinchlorhydrat, gleich 0-661 g
Histidin.

Arginin: Berechnet aus der Titration (48-46 cm® 1/, n.
Salpetersdure vom Faktor 1:016) 1'684 g Arginin.

Der Trockenrlickstand der neutralisierten Lésung war
2° 529 g Argininnitrat (C;H,,N,0,.HNO,.1/,H,0) gleich Arginin
1'79 2.

Lysin: Rohpikrat 0-9729 g. Durch Umkrystallisieren aus
Wasser zundchst 0-491 g. Aus den Mutterlaugen noch 0°137 g,
zusammen also 0-6289 g Lysinpikrat vom Explosionspunkte
257 bis 258°.

Tyrosin: Rohkrystallisation 95 ¢ (feucht gewogen). Daraus
wurde durch systematisches Umkrystallisieren 0:429 ¢ reines
Tyrosin erhalten.

Filtrate und Mutterlaugen vom Tyrosin bis zu 40 cm® ein-
gedampft und dann mit Salzsdure gesittigt. Durch syste-
matisches Umkrystallisieren und Eindampfen der Rohkrystalli-
sation erhalten 0-238 ¢ reines Gl utammsaulech orhydrat, d. i
0°19 g freie Glutaminsédure.

Das Filtrat vom Glutaminsdurechlorhydrat hinterlief§ beim
Eindampfen einen 19-5 ¢ schweren Rickstand, der durch die
Veresterung 23 g Esterchlorhydrate lieferte. Aus diesen wurden
nach E. Fischer 133 ¢ Rohester und endlich durch Destilla-
tion im Vakuum bei 10 bis 12 mm Druck 7-7 g reiner Ester
erhalten, und zwar:

1. Fraktion bis 100° 3-972 g, 2. Fnaktlon 100 bis 125°
1-731 g, 3. Fraktion 125 bis 170° 2002 g.

Aus der 1. Fraktion wurde 0-325 ¢ Prolin, aus der 2.
0°182 g, zusammen also 0-507 g Prolin gewonnen.

Die petrolatherischen Ausziige der 2. und 3. Fraktion
lieferten durch die Verseifung mit Salzsdure 0-341 g Phenyl-
alaninchlorhydrat. Daraus wurde durch Umkrystallisieren
0-054 ¢ Phenylalanin gewonnen vom Schmelzpunkte 258 bis



306 Zd. H. Skraup und A. Wéber,

259°. (Nach der Literaturangabe besitzt reines Phenylalanin
den Schmelzpunkt 263°.) Mit Chromsdure und Schwefelsdure
erhitzt, lieferte es Phenylacetaldehydgeruch. Aus den Mutter-
laugen konnte kein Phenylalanin mehr gewonnen werden
(Schmelzpunkt der néchsten Krystallisation 240°).

Aus der 3. Fraktion wurde noch 0-109 g Glutaminséure-
chlorhydrat abgeschieden; das entspricht 0-09 ¢ freier Glut-
aminsdure. ‘ ‘

Aufler den bis jetzt bestimmten Aminosduren lieferte noch
die 1. Fraktion 2-807 g, die 2. Fraktion 1-199 g, die 3. Fraktion
1-007 g Aminosauren, zusammen wurden also 5-013 ¢ Amino-
sduren erhalten.

Aus dem im Fraktionierkolben verbliebenen Riickstande
(3-3 ) wurde noch 0°206 g reines Glutaminsdurechlorhydrat,
d.i. 0-16 g Glutaminsédure, abgeschieden. In diesem Glutamin-
saurechlorhydrat wurde das Chlor bestimmt.

0°2053 ¢ Glutaminsdurechlorhydrat lieferte 0-16 g Chlorsilber.

Daher in 100 Teilen:

Gefunden Berechnet
N, s’ e
(0] 19-24 19-309
Stoff B.

35 g Trockensubstanz wurden 14 Stunden mit der drei-
fachen Menge konzentrierter Schwefelsdure und der sechs-
fachen Menge Wasser gekocht.

Es wurden 1-855 g Histidinehlorhydrat (C;HyN,0,.2HCI)
gefunden, das entspricht 1-2663 ¢ Histidin.

Zur Titration des Arginins wurden 130-149 cw® einer
1/, n. Salpetersdure verbraucht. Demzufolge wurden 4-528 g
Arginin gefunden. Beim Eindampfen der Losung hinterblieben
7:031 g Argininnitrat (gewogen als C,H,,N,0,.HNO, ./, H,0).
Daraus berechnen sich 4-97 g Arginin.

Lysin, als Rohpikrat gewogen, 3°9 g. Daraus wurde
durch Umkrystallisation aus Wasser 0-7645 g reines Lysin-
pikrat (Explosionspunkt 249 bis 250°) erhalten. Das aus der
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Mutterlauge erhaltene Produkt erwies sich im wesentlichen
als Bariumpikrat.

Bei der Tyrosinkrystallisation wurden 10 g Rohkrystalli-
sation erhalten, aus dieser durch wiederholte fraktionierte
Krystallisation 0°741 ¢ Reintyrosin. Das Filtrat vom Tyrosin
sowie dessen Mutterlaugen wurden bis auf 40 cw® eingedampft
und dann nach der bekannten Methode die Glutaminsdure
abgeschieden. Rohkrystallisation 3+57 g&. Mit Baryt erwédrmt,
trat stark Geruch nach Ammoniak auf. Um deshalb das an-
haftende Chlorammonium zu zerstdren, wurde die Rohkrystalli-
sation in Wasser geldst und mit Atzbaryt zur Vertreibung des
Ammoniaks gekocht. Das Barium wurde dann mit Schwefel-
sdure entfernt. Es wurde hernach durch fraktionierte Krystalli-
sation 2-292 ¢ reines Glutaminsdurechlorhydrat gefunden, d. i.
1-83 ¢ freie Glutaminsdure.

Chlorbestimmung im Chlorhydrat:

0-2676 g Chlorhydrat ergaben 0-2093 g Chlorsitber.

Daher in 100 Teilen:

Gefunden Berechnet
Nttt it A
Cl...... e 1931 19-30

Das Filtrat vom Glutaminséurechlorhydrat hinterlieff beim
Eindampfen im Vakuum einen Riickstand, der 28 g wog. Durch
Veresterung dieses wurden 32'5 g Esterchlorhydrate erhalten
und aus diesen 23 g Rohester. Durch Destillation im Vakuum
bei 10 bis 12 mm Druck wurden endlich 13-6 ¢ reiner Ester
gewonnen, und zwar:

. Fraktion bis 100° 3:73 ¢ Ester, 100 bis 125° 3-44 g,
125 bis 170° 6'39 g. Aus der 1. Fraktion wurde 0-258 g Prolin
gewonnen, in der 2. Fraktion wurde keines gefunden.

Die petroldtherischen Auszlige der 2. und 3. Fraktion, mit
viel Salzsdure eingedampft, lieferten 1179 ¢ rohes Phenyl-
alaninchlorhydrat. Daraus wurde 0'3059 g unreines Phenyl-
alanin erhalten. Dieses wurde weiter fraktioniert umkrystalli-
siert. Die erste Krystallisation (Schmelzpunkt 271 bis 273°)
wog 0°044 g, die zweite (Schmelzpunkt 271 bis 273°) wog
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0-06 g, die driite (Schmelzpunkt 264 bis 266°) wog 0035 g.
Es wurde also im ganzen 0-139 ¢ reines Phenylalanin erhalten,
das, mit Chromsdure und Schwefelsdure erhitzt, Phenylacet-
aldehydgeruch lieferte.
© Aus der 3. Fraktion wurde noch '0-171 ¢ Glutaminsiure-
hlorhydrat, d. i. 013 g Glutaminsdure abgeschieden.
"Von den’ {ibrigen Aminosduren (Leucin etc.) lieferte die
1. Fraktion 2973 g, die 2. Fraktion 2:065 ¢, die 3. Fraktion
3414 g; zusammen also wurden 8-45 ¢ Aminos8uren erhalten.
Der Rickstand, der im Kolben nach der Esterdestillation
verblieb, betrug 6°3 g Aus ihm wurde 2-298 g reines Glut-
aminsdurechlorhydrat, d.i. 1-84 g freie Glutaminséure, erhalten.

Hydrolyse des Edestins mit 6°/, Natronlauge.

20 g Edestin (= 17-8 g Trockensubstanz) wurde genau
nach den Angaben von Skraup und Hummelberger! fir
das Eialbumin mit 6°/, Natronlauge hydrolysiert. Beim Uber-
gieflen der Substanz mit der fiinffachen Menge Wasser und
der berechneten Menge festen Atznatrons trat schon in der
Kalte nach kurzer Zeit Losung ein. Wahrend der Hydrolyse
war starker Ammoniakgeruch zu bemerken.

Beim Ausféllen mit 33°/, und schlieBlich mit 25°/, Schwefel-
siure trat leichter Geruch nach Schwefelwasserstoff auf. Die
ausgefillten Klumpen wurden auf Leinwand scharf abgesaugt.
In feuchtem Zustande betrugen sie 22°/, des Ausgangsmate-
rials. Zur Reinigung wurden sie zweimal unter Wasser um-
geschmolzen (Protalbinsdure).

Das Filtrat von der Fallung wurde nach dem Neutrali-
sieren mit Ammoniak ungefdhr auf das dreifache Gewicht des
Ausgangsmaterials eingedampft und dann mit fein gepulvertem
Ammonsulfat in der Hitze ausgefilit. Dabei fiel ein harziger
Niederschlag aus, der sich beim Umriihren zu Klumpen ver-
einigte. Von ihm wurde in der Hitze abgegossen. Sein Gewicht
betrug 30 g. Die Fallung wurde in der 1*5-fachen Gewichts-
menge Wasser heify geldst und 30 g Ammonsulfat eingetragen.

1 Monatshefte fiir Chemie, 1909.
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Der Niederschlag wog jetzt 15!/, & und verminderte sich bei
neuerlicher Umféllung auf 13 g (Lysalbinsdure). Die Filtrate
von der Lysalbinsdure wurden vereinigt und bis auf ein kleines
Volumen eingedampft, wobei sich eine kleine Menge braunes
Harz abschied, welches abgeschdpft wurde. Von der reich-
lichen Ammonsulfatkrystallisation wurde abfiltriert und dieses
mit 50°/, Alkohol ausgewaschen. Durch noch zweimaliges
gleiches Verfahren wurde die Losung von weiteren kleineren
Harzmengen und der Hauptmenge des Ammonsulfates befreit.
Der Rest des letzteren wurde durch Zusatz von etwa dem
gleichen Volumen Alkohol abgeschieden, dem etwa 5°%, des
Volums Ammoniak zugefiigt war. Das Tiltrat vom abge-
schiedenen Ammonsulfat wurde abermals eingedampft und in
der gleichen Weise behandelt. Hernach wurde das Filtrat,
welches neben dem Pepton die durch vollstdndigen Zerfall
entstehenden Aminosduren enthdlt, zur Trockene eingedampft.
Der Riickstand (in Ammonsulfat 18sliches Pepton, Lysalbin-
pepton) betrug 51/, .

Es lieferten also 100 Teile Edestin 22 Teile Sédureféllung,
Protalbinsdure, 72 Teile Albumose, Lysalbinsdure und 30 Teile
Pepton, Lysalbinpepton, letztere beide mit Ammonsulfat ver-
unreinigt.



