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Uber die Methylierung von Gelatine

von

Zd. H. Skraup und B. Béttcher.
Aus dem II. chemischen Universitdtslaboratorium.

(Vorgelegt in der Sitzung am 7. Juli 1910.)

Der eine von uns hat in Gemeinschaft mit E. Krause!?
gefunden, dafl das Casein methoxylhaltig ist (0-809/,) und
auch an Stickstoff gebundenes Alkyl enthilt, welches als
Methyl gerechnet 1-19/, betragt.

Wird Casein, in alkoholischer Kalilauge geldst, mit Methyl-
jodid behandelt, so erhéht sich sowohl der Gehalt an Methoxyl
als auch der von Stickstoffmethyl; der erste aufrund 2, der zweite
auf rund 3-5%,. Das so gewonnene methylierte Protein ist
nach Abrechnung des eingetretenen Methyls in seiner Zu-
sammensetzung vom Casein kaum verschieden und dieses gilt
selbst flir den Gehalt an Schwefel und Phosphor. Nach der
Hydrolyse erhédlt man aber die krystallisierenden Spaltungs-
produkte in einem anderen Verhdltnis als aus dem urspriing-
lichen Casein. Histidin und Arginin entstehen nur in sehr
geringer Menge, Lysin liberhaupt nicht.

Die Methylierung des Caseins hat demnach, was die
Hexonbasen betrifft, im wesentlichen dieselbe Wirkung wie die
Einwirkung der salpetrigen Sdure, da das bei dieser Ein-
wirkung entstehende sogenannte Desamidocasein bei der
Hydrolyse ebenfalls Arginin in geringerer Menge liefert als
Casein selbst und Lysin tiberhaupt nicht.

1 Monatshefte fiir Chemie, 1909.
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Das methylierte Casein und das Desamidocasein haben
weiter auch noch die Ahnlichkeit, da§ sie beide kein Tyrosin
geben, welches aus dem Casein selber entsteht. Daflir entsteht
aus Methylcasein sowie aus dem Desamidocasein Glutamin-
sdure und Leucin ungefdhr in derselben Menge wie aus dem
Casein selber. Es ist bemerkenswert, dafi bei zwei ginzlich
verschiedenen Methoden dieselben Verdnderungen im Protein-
molekiil eintreten und es ist gerechtfertigt, vorlduflg anzu-
nehmen, daff diese Verdnderungen an solchen Gruppen vor sich
gehen, welche strukturchemisch, sterisch oder auch physi-
kalisch-chemisch, chemischen Einfliissen leichter zugénglich
sind.

In dieser Abhandlung sollen die Verdnderungen besprochen
werden, welche bei der Methylierung der Gelatine eintreten. Es
sei erwdhnt, dafi die Gelatine schon vor einigen Jahren in die
Desamidogelatine {ibergeflihrt und fiir diese festgestellt worden
ist,t daBl bei ithrer Hydrolyse Lysin ebenso nicht entsteht wie
aus dem Desamidocasein. Histidin und Arginin wurden dafiir
aufgefunden, Leider wurde ihre Menge damals quantitativ nicht
bestimmt; die anderen Spaltungsprodukte wurden tiberhaupt
nicht ndher bestimmt und nur fiir das Glykokoll noch gefunden,
daf§ es in reichlicher Menge entstehe.

Fir die Methylierung der Gelatine war geradeso wie beim
Casein zunachst wichtig festzustellen, ob in ihr selber schon
Alkyl an Sauerstoff oder aber an Stickstoff gebunden sei. Es
ist tatsachlich der Fall. Sie enthidlt 0-359%, CH;O und [-19/,
Stickstoffmethyl. Der Gehalt an Stickstoffmethyl ist ungeféhr
so grof wie im Casein (1+19/,), der Methoxylgehalt kleiner wie
im Casein (1-19/). In der methylierten Gelatine wurden rund
29/, Methoxyl und 4-1°%/ Stickstoffmethyl gefunden, also
wieder fast dieselben Werte wie im methylierten Casein, in
welchem 29/, beziehlich 3-4°/, gefunden wurden. Also auch
bei der Gelatine tritt beim Behandeln mit Jodmethyl Methy! ein.

Bei der Elementaranalyse wurde der Kohlenstoffgehalt
etwas hoher, der Stickstoffgehalt etwas niedriger gefunden als
in der Gelatine, der Schwefelgehalt betrdgt aber nur die Hailfte

1 Monatshefte fiir Chemie, 27, 653 (19086).
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von dem in der Gelatine. Dal beim Methylieren des Caseins der
Schwefelgehalt und auch der Phosphorgehalt dafiir nicht ge-
andert wurde, ist schon frither erwdhnt worden.

Bei der Hydrolyse der Methylgelatine zeigte sich, daf§
ebenso wie beim methylierten Casein Lysin tiberhaupt nicht
auftritt und Histidin und Arginin nur in Mengen, die etwa 109/,
jener betragen, welche die Gelatine selbst liefert,

Von den anderen Spaltungsprodukten der Gelatine wurden

Glykokoll, Alanin, Leucin, Pyrrolidincarbonsdure und Phenyl-
alanin wiedergefunden, von Glykokoll sogar mehr als sonst aus
der Gelatine erhalten wird. Ganz abweichend von dem Befund
bei dem Casein, welches nach der Methylierung ebensoviel
Glutaminsidure liefert als im unverdnderten Zustand, konnte
-aus der methylierten Gelatine Glutaminsdure nur in sehr
geringer Menge und erst nach einem modifizierten Verfahren
erhalten werden. Dieses ist sehr auffallend. Um zu erfahren, ob
nicht eine Abspaltung von Glutaminsdure durch das Kalium-
hydroxyd im Verlauf der Methylierung stattfindet, haben wir
Gelatine unter ganz denselben Umstédnden wie bei der Methy-
lierung mit alkoholischer Kalilauge nur mit dem Unterschied
behandelt, dafi eine dem Jodmethyl dquivalente Menge von
Essigsdure allméhlich zuflof. Ebenso wie nach der Methylierung
wurde sodann mit Ammonsulfat ausgesalzen und das so er-
haltene Protein mit Salzsdure hydrolysiert. Es entstand dieses
Mal Glutaminsdure ungefidhr in derselben Menge wie aus der
ursprilnglichen Gelatine. Infolgedessen ist der Schiluff zuldssig,
dafl nicht eine sekunddre Alkaliwirkung, sondern die Methy-
lierung als solche das so bedeutende Zurlicktreten der Glutamin-
saure bewirkt. Es ist nicht gelungen, eine methylierte Glutar-
sdure aufzufinden und .es ist deshalb nicht bewiesen, daB eine
solche entstanden ist. Andrerseits liegt aber auch kein Grund
vor, dieses unbedingt in Abrede zu stellen. Selbst wenn das
aber der Fall wire, bleibt es von Interesse, daff Casein und
Gelatine bei der Methylierung beide eine Verdnderung ihrer
Hexonbasen erfahren, beide keine Verdnderung im Leucinrest
etc. aufweisen, dafl, wihrend Casein im Glutaminsaurerestauch
nicht verdndert wird, dieses bei der Gelatine dagegen der
Fall ist.
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Soweit man berechtigt ist, aus den angefiihrten Ahnlich-
keiten abzuleiten, dafl jene Gruppen, welche die Hexonbasen,
vor allem das Lysin enthalten, dem chemischen Eingriff der
Methylierung leichter zugénglich sind als die Gruppen, welche
das Leucin etc. enthalten, ebenso berechtigt ist man zu folgern,
dafl der Rest der Glutaminsdure in der Gelatine anders an-
geordnet ist als im Casein, dafi er in der Gelatine vor chemi-
schen Eingriffen weniger geschiitzt ist als in dem Casein.

Experimenteller Teil.

Gelatine.

Gelatine 16st sich in alkoholischer Kalilauge schon in der
Kélte bel anhaltendem Schitteln relativ leicht. In 20 cm® einer
zehnprozentigen, absolut alkoholischen Kalilauge lassen sich
8 & Gelatine aufldsen. Dementsprechend wurden je 50 ¢ kduf-
liche feingeschnittene Gelatine in 125 cm?® Alkohol, der 13 ¢
Kaliumhydroxyd enthielt, eingetragen und 6 Stunden auf der
Maschine geschiittelt. Nach dieser Zeit war bis auf geringe
Reste, von denen abgegossen werden konnte, alles geldst.
Hierauf wurden 50 ¢ Jodmethyl zugefiigt und unter Schiitteln
am Rickflufkithler bis zum Verschwinden der alkalischen
Reaktion gekocht, was nach ungefdhr 2 Stunden der Fall war,
Sodann wurden 13 g KOH in 25 cm?® absolutem Alkohol geldst
und wieder 50 g Jodmethyl zugefligt und wieder bis zur
Neutralitdt erwédrmt, was dieses Mal ldnger, 4 bis 5 Stunden,
dauerte. Wahrend der Einwirkung von Jodmethy! scheidet sich
eine 6lige Masse ab, die aber durch Zusatz von wenig Wasser
(25 bis 30 ew®) in Losung geht. Beim Kochen war Ammoniak-
entwicklung nicht wahrzunehmen. Sie ist deutlich zu kon-
statieren, wenn statt absolutem Alkohol wasserhéltiger Wein-
geist genommen wird.

Es wurde hierauf abdestilliert, bis das Destillat sich beim
Vermischen mit Wasser nicht mehr triibte (Jodmethyl), am
Wasserbad in einer Schale der Alkohol moglichst vertrieben,
dann in 500 cm® Wasser aufgeldost und 190 g Ammonium-
sulfat. eingetragen. Es entstand eine weifle Fallung, von der
nach dem Erkalten leicht abgegossen werden konnte und die
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noch sechsmal hintereinander wieder in der gleichen Menge
Wasser geldst und mit Ammoniumsulfat ausgefdllt wurde. Zu
den ersten Ausfdllungen wurde gewdhnliches, zu den letzten
absolut reines Salz verwendet. Der Nachweis, dafi die an-
organischen Salze vollstindig-entfernt sind, erfolgte mit der-
selben kleinen Modifikation, die der eine von uns mit E. Krause !
beschrieben hat. Die allererste Fallung wog 127 g, die zweite
67 g, die letzte 60 g, die Verdnderung bei den spéteren Fallungen
war demnach so gut wie Null.

Die letzte Fallung wurde heiff in 1/ Wasser gelost, reines
Barytwasser zugefiigt, bis die Féllung nicht mehr zunahm und
der Uberschuff von Baryt mit Kohlendioxyd ausgefillt. Auch
hier hat es sich, um das hdufige Schaumen zu vermeiden,
zweckmiflig erwiesen, das Gas in geschlossene Gefifie ein-
zuleiten. Spuren von DBarium blieben in Losung. Da aus
kolloidaler Lésung solche letzten Reste duflerst schwer und
kaum sicher ausfillbar sind, haben wir jenes weiter nicht
berticksichtigt. Bei den Analysen kommen wir darauf noch
zurlick. Die von den Barytsalzen filtrierte Fliissigkeit wurde
unter vermindertem Druck eingedampft und zur Trockne
gebracht.

Das Reaktionsprodukt ist eine gelbliche amorphe Masse,
die gepulvert nahezu weifl ist. Die Ausbeuten schwanken
etwas. Bei Verarbeitung von je 300 g Gelatine erhielten wir
einmal 105 g, das anderemal 150 g. Abgesehen von der Quantitit
fanden wir auch sonst kleine Differenzen im Methylgehalt. Sie
waren eben so gering, dafi wir die Hydrolyse mit dem Gemisch
beider Substanzen und nicht mit jeder einzelnen ausfiihrten.
Um {iber den Methylgehalt der hier beschriebenen Substanz
ein Urteil zu gewinnen, haben wir von der Gelatine, die wir
verwendet haben, den Gehalt an Methoxyl und Stickstoffmethyl
bestimmt. Die Gelatine wurde im Vakuum bei 110° getrocknet,
wobei sie gewichtskonstant wurde. Bei hoherer Temperatur
(iber 130°) tritt Brdunung und mit ihr wohl im Zusammen-
hang stete Gewichtsabnahme ein.

1 Monatshefte fiir Chemie, 30, 447 (1909).
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Methoxyl.

09802 g gaben 0-0279 g AgJ == 0-380/, OCH,
0°33155 » 0°0221g » =0°-310), »

Methylimid.
0-8182 g bis 230° 0°0346 g AgJ = 0-270/; CHy
weiter » 310°0-0211g » =0-170, »
» » B830°0°0632¢g » =0-490/, >
> » 330°0°0276¢ » =0-210, »

. Summe 1149/, CH,
Uber 330° keine Abgcheidung von Agl.

0307 g bis 280° 0-0491 g AgJ = 0°310/, CH,
weiter » 310° 0°0319¢ » ==0-200, »
» » 330° 0'0535g » :O'330/0 »
» » 330°0°0354g » ==0°-220 »
Summe 1-060/, CHg
Hoher erhitzt kein AgJ mehr.
Demnach enthélt die kdufliche Gelatine im Mittel 0359/,
OCH, und 1109/, Stickstoffmethyl.

Methylierte Gelatine.

Wie schon erwdhnt, wurde die Substanz zweier ver-
schiedenen Darstellungsoperationen analysiert. Die Trocknung
erfolgte im Vakuum bei 110° durch 4 bis 5 Stunden. Die ge-
trocknete Substanz ist Aufierst hygroskopisch. Die beiden ana-
lysierten Substanzen sind bei Anfiihrung der Analysendaten
mit A und B bezeichnet. Die Probe auf einen Jodgehalt verlief
negativ.

Methoxyl.
A 0-9674 g gaben 0° 1698 ¢ AgJ = 2-320/y OCHy
0°9038g » 0°1435g > =2-100], »
B 1:0304g » 0-1447g » =—1-850)) >
1°11713¢  » 0°1717g » = 1900/, »

Stickstoffmethyl.

> » 330°0°0631g » =0-450[, >
> » 330°0:0347g » =0-259, »
iiber 330° 0°0

/
weiter » 310° 0°2854¢ > =2-029/, »

/

/

Summe 4-3490[, CHg
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B 08516 g erhitzt bis 230° 0°3685 ¢ Agl =2-770/, CH;
weiter » 310° 0°0938¢ » =070, »
» » 330°0°0406¢ » =0-310), »
iiber 330° 0+0
Summe 3-780/, CH;

Elementaranalysen.
A 0-1896 g gaben 0-3619 g COy und 0-1144 g H,0.
0:2219¢ » 0°4235¢ » » 0°1329g »
0-2226¢ » 35-4cm3 N bei £ =23° und 736 mm.
1-0488¢g » 0°0175¢ BaSO,.
B 0-139%4g¢ » 02558 g COyund 0°0801 g H,0.
0:2760g > 0'58254g » > 0'1647g »
0:1527¢g »  23+0cm3 N bei £ = 20° und 757 mu.
1:0897¢ » 0°0118 g BaSO,.
1-0025¢ » 0°0201g »
In 100-Teilen:
A B
C..,. 5205 51-95 — — 52-06 5203 — —_— —
H. 6'75 6°68 — — 6-67 6-69 — — —
N.. — — 1776 — — — 175 — —
S .. — — — 024 — — — 015 0-20

Ein Vergleich der Zahlen flir A und B ergibt, daf die
elementare Zusammensetzung die gleiche ist, Die Substanz A4
gab etwas hohere Zahlen flir Methoxy] und Stickstoffmethyl;
die Differenzen liegen aber noch in der Grenze der Versuchs-
fehler.

Die Schwefelbestimmungen wurden nach Mdrner durch
Erhitzen mit Atzkali und Salpeter im Nickeltiegel vorgenommen,

Wie schon erwihnt, enthielten die Prédparate kleine Mengen
von Baryt. 0-7325 ¢ hinterlielen verascht 0-0019 g Riickstand,
der mit Schwefelsdure abgeraucht und mit Wasser ausgekocht
dann 0-0021 g betrug, was einem Prozentgehalt von 0-02 Ba
entspricht, Es ist anzunehmen, daf§ bei der Schwefelbestimmung
die Menge von Schwefel, die dem Bariumgehalt dquivalent ist,
verloren geht, wir haben deshalb bei Berechnung des Prozent-
gehaltes von Schwefel in 4 diese Mengen auch in Rechnung
gebracht.

Vergleicht man die Analysendaten flir die kdufliche Gelatine
mit der von uns erhaltenen methylierten Gelatine, so zeigt sich:
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In 100 Teilen:

Gelatine Methylierte Gelatine
Covvvinnn i 51-45 52-06
2 7-08 667
Nooooooooo 18+18 17-50
S, 0-46 0-23
OCHz ....... 0-35 2-04
NCHz ....... 1-10 4-06

Die methylierte Gelatine ist, wie man sieht, nicht nur reicher
an Methyl in den beiden Formen, sondern auch etwas reicher
an Kohlenstoff, dafiir etwas drmer an Stickstoff und von
Schwefel enthilt sie nur die Hailfte.

Hydrolyse der Methylgelatine.

100 g der Methylgelatine (Gemisch der Préparate 4 und B),
enthaltend 92 g Trockensubstanz, wurden mit der sechsfachen
Menge konzentrierter Salzsdure am RiickfluBkiihler 8 Stunden
gekocht, von ungeldsten Flocken filtriert, auf ein Drittel des
Volumens eingedampft, mit Salzsdurgegas geséttigt und im Eis-
schrank 4 Tage belassen. Nach dem Erkalten wurde mit Glut-
aminsdurechlorhydrat geimpft. Trotz Schiitteln und Reiben trat
Krystallisation nicht ein, wéhrend Gelatine unter den gleichen
Verhiéltnissen sehr erhebliche Mengen Glutaminséure liefert.

Nach diesem negativen Befund wurde zum Syrup ge-
dampft und nach der Vorschrift von E. Fischer zweimal ver-
estert. Es begann nach dem Erkalten bald Krystallisation,
welche durch flinftdgiges Stehen im Eisschrank gefordert
wurde.

Das Rohgewicht der Krystallisation betrug 296 g. Sie war
im AuBeren der Glykokollverbindung, welche bei analoger Ver-
arbeitung aus Eiweiflstoffen sonst entsteht, sehr &dhnlich, es
fiel aber das relativ hohe Gewicht auf. Da es nicht unmdoglich
erschien, dafl diese Gewichtsvermehrung daher riihrt, dafi das
in der Gelatine" vorhandene Glykokoll mehrfach methyliert
worden sei, wurde die Substanz einer fraktionellen Krystalli-
sation aus Alkohol unterworfen, bei welcher die schwieriger
krystallisierende Mutterlauge immer wieder neu esterifiziert
und gefarbte LOsungen mit Tierkohle entfirbt wurden. Auf
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‘diese Art wurden finf Fraktionen gewonnen, deren erste und
letzte analysiert wurden.

Erste Fraktion Fusionspunkt 144°. 02364 g gaben 0°2445 g‘ AgCL
Fiinfte Fraktion Fusionspunkt 144°, 0-1857 ¢ gaben 0-1926 ¢ Ag Cl.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Gefunden
C,H,,NO,CI e e,
451101 Y2 I I
Clo...ooo e, 254 2557 2564

Die Krystallisation besteht demnach ausschliefilich aus
der Salzsdureverbindung des Glykokollesters. Warum sie in
grofierer Menge auskrystallisierte, als es sonst der IFall ist,
wenn unverdnderte Gelatine verarbeitet wird, ist schwer zu
erkldren. Vielleicht verhindern methylierte Begleitstoffe das
‘Auskrystallisieren weniger als die nicht methylierten. Die
Mutterlauge der Rohkrystallisation von Glykokollester wurde
nochmals auf Glutaminsdure gepriift. Zu diesem Behufe wurde
sie, mit verdiinnter Salzsdure im Uberschuf versetzt, anhaltend
gekocht, dann stark eingedampft und mit Salzsduregas geséttigt.

Nach vierzehntdgigem Stehen im Eisschrank hatte sich
eine sehr geringe Krystallisation (0-5 g) gebildet. Es war das
kein Chlorammonium, denn mit Barytwasser gekocht, wurde
kein Ammoniak abgespalten. Nach Ausfillung des Baryts mit
Schwefelsdure, Entfdrben mit Tierkohle und Eindampfen wurden
nahezu farblose Krystalle (0-2 g) erhalten, die bei 186 bis 187°
sich verfliissigten und nach dem Chlorgehalt salzsaure Glut-
-aminsdure waren.

0°1547 g gaben 0°1239 ¢ AgClL.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir

CyH (NO4Cl Gefunden
! ——
Clo..ovvinnt 19-3 19°8

) Wie spidter noch erwidhnt wird, fand sich eine weitere
kleine Menge von Glutaminsdure in den Riickstdnden der
Esterdestillation. Selbst wenn diese in Rechnung gezogen wird,
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ist die Ausbeute von Glutaminsdure aus methylierter Gelatine
viel geringer als aus der Gelatine selber.

Diese Minderausbeute 148t sich unter anderem auch durch
die Annahme erkldren, dafl beim Erwirmen der Gelatine mit
alkoholischer Kalilauge eine Spaltung derart erfolgt, dafi die
Glutaminséure als solche oder in Form eines grofieren Kom-
plexes austritt und in die Mutterlangen der Fillungen durch
Ammonsulfat tibergeht.

Um dieser Moglichkeit ndaher zu treten, wurde Gelatine
(50 £) unter denselben Bedingungen wie bei der Methylierung
mit 125 em?® absolutem Alkohol, der 13 ¢ KOH enthielt, zundchst
2 Stunden am Wasserbad erwidrmt. Wihrend dieser Zeit tropfte
Essigsdure sehr langsam zu, deren Menge 4quivalent war der
des Jodmethyls, welches bei der Methylierung verwendet wird.
Hierauf wurden die frilher angegebenen Mengen von Atzkali
und absolutem Alkohol wieder zugefiigt und 5 Stunden ge-
kocht, wihrend welcher Zeit wieder Essigsaure zutropfte. Die
weitere Verarbeitung war ganz gleich der nach der Methy-
lierung. Es wurden im ganzen 200 g Gelatine verarbeitet und
nach viermaligem Aussalzen mit Ammonsulfat 44-2 ¢ trockene
Substanz erhalten. Die Ausbeute an aussalzbarem Eiweif, hier
22 g, ist demnach geringer wie sie nach erfolgter Methylierung
war (bis 50%/,).

Diese Substanz wurde nun genau in derselben Art wie die
methylierte Gelatine mit Salzsdure hydrolysiert und weiter
behandelt. Hier trat im Eiskasten schon nach 4 Stunden
Krystallisation ein und nach 1 Tag war die Masse erstarrt.
Nach flinftdgigem Stehen wurde filtriert uad 71 g Trocken-
substanz erhalten, die alle Eigenschaften des Chlorhydrats der
Glutaminsaure hatte.

Das Filtrat von der Glutaminsédure gab verestert 4-1 ¢
Chlorhydrat des Glykokollesters und aus dessen Mutterlauge
wurden in weiterer Anwendung der Methode von E. Fischer
die Ester gewonnen und im Vakuum destilliert.®

1 Rechnet man auf Prozente um und vergleicht man diese mit den Prozent-
zahlen, die sich aus den Fischer'schen Zahlen fiir Gelatine ergeben, 5o treten
groBe Unterschiede auf, die schwer zu erkliren sind.



Methylierung von Gelatine. 1045

. Bis 55° gingen iiber 3-45 ¢
55 bis 100°  » > 11:95¢
100 » 130° » > 615g
130 » 160° » » 4-80¢

Riickstand 5 g
Das Filtrat von der geringen Krystallisation von Glutamin-
sdure, aus der methylierten Gelatine erhalten, wurde nun
neuerdings zweimal verestert. Glykokoll schied-sich nicht mehr

ab. Die freien Ester wurden mit NaOH und K,CO, abgeschieden
und schlieflich im Vakuum destilliert. Es ging ber:

Prozente E. Fischer
R e U e

Bis 55° 2-1g 23 52
55 bis 100° 148 ¢ 16°1 1675
100 » 130° 9:7g 10°5 3-3
130 » 160° 4'5g 49 23

Riickstand 10-0g 33°8 27°3

Die Estermengen sind von jenen, die aus der Gelatine von
E. Fischer erhalten werden, nicht auffallend verschieden. Siche
dagegen die frithere Anmerkung.

Die Fraktion bis 55° hinterlief, mit Wasser bis zum Ver-
schwinden der alkalischen Reaktion gekocht, eine sehr kleine
Menge Substanz. Sie bestand also im wesentlichen aus Alkohol.
Fraktion 55 bis 100°. Die Hauptmenge ging gegen 55° liber.
Sie wurde in gleicher Weise behandelt und gab drei auf-
einanderfolgende Krystallisationen 1:4g, 0:95 ¢ und 0-75¢
und endlich einen ganz geringfligigen Abdampfriickstand.

Die Krystallisation wurde durch abgestuftes Umkrystalli-
sieren aus Wasser gereinigt.

Skraup und Béttcher E. Fischer

40 bis 55° 7-8 5
55 » 100° 27-0 16-
100 » 130° 13-9 3
130 » 160° 10-9 2

59°6 274
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Krystallisation 1 (Fusionspunkt 240°):
01994 & gaben 02957 g CO, und 01430 g H,0.
Nochmals umkrystallisiert:
0+1033 g gaben 01531 g CO, und 0°0727 g H,0.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Gefunden
CoH-O,N ————

— I 11
C Ceaeaeen 40-45 40-44 40-42
H.......... 787 802 7-87

Die anderen Krystallisationen wurden vorerst mit Alkohol
ausgekocht. Unléslich 1-5¢. Der Alkohol hinterlieB 0-2g
krystallisierte Substanz.

Der in Alkohol unlésliche Teil ist der Hauptmenge nach
wieder Alanin.

0-1507 g gaben 0-2160 ¢ CO, und 0°1035 ¢ H,0.
In 100 Teilen:

Gefunden

L Ee—
Coivivvannnn 39-2
Hoooooooo.e. 76

Fraktion bis 130°. Verseifung mit Baryt. Das unldsliche
Barytsalz hinterlieB mit Schwefelsdure gekocht nur sehr
geringe Mengen. Ob Asparaginsdure vorliegt, war nicht zu
‘entscheiden. Das barythiltige Filtrat, von Baryt mit Schwefel-
sdure befreit, gab eine Reihe von Krystallisationen und einen
‘Syrup, der mit einem #dhnlichen Syrup der nidchst hoher
siedenden Fraktion vereinigt wurde.

Die erste und dritte der Krystallisationen wurde analysiert.

0°1537 g gaben 0:3014 g CO, und 01341 g Hy0.
01054 g gaben 0°1962 ¢ CO, und 00872 ¢ H,0.

In 100 Teilen:

Leucin Gefunden
berechnet p—N—

[ —— I I
[ 54-96 53-48 50-77

Ho.o.ooooo . 9-92 976 9-26
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Die iiberwiegende Hauptmenge der Kkrystallisierenden
Substanz ist demnach Leucin.

Fraktion 130 bis 160°. Sie wurde in Wasser geldst und
zum Nachweis von Phenylalanin mit Petroldther extrahiert.
Dieser lieferte nur kleine Mengen (01 bis 0- 25 g) eines krystal-
linischen Chlorhydrats, das mit Chromsédure dem Geruch nach
Phenylacetaldehyd gab. Hierauf wurde mit Baryt verseift und
dieser dann mit Schwefelsdure entfernt. Das Filtrat dunstete
syrupds ein; es wurde zur Trennung von Pyrrolidincarbonséure
von anderen Leucinsduren in Ublicher Art wiederholt mit
Alkohol behandelt.

Der alkoholldsliche Teil wurde mit dem alkoholldslichen
Syrup der niedriger siedenden Esterfraktion vermengt und in
das Kupfersalz verwandelt. Es wurde das in Alkohol schwer-
16sliche Kupfersalz der racemischen Pyrrofidincarbonséiure er-
halten, welches mit Schwefelwasserstoff in die freie Sdure ver-
wandelt wurde, diese mit Alkohol nochmals von Aminosduren
befreit und wieder in das Kupfersalz {ibergeflihrt. Erhalten
0-9g

0-2348 ¢ gaben 00650 g CuO.
In 100 Teilen:

Berechnet flir

C1oH1604NoCu Gefunden
[ —— [ g -
Cu.ovvnnnnn 21-8 22-1

Das erste Filtrat vom racemischen Kupfersalz wurde in
bekannter Weise auf die Phenylisocyanatverbindung der aktiven
Pyrrolidincarbonsdure, beziehungsweise ihr Anhydrid verarbeitet.

Die umkrystallisierte Substanz (1-4 g) gab den Fusions-
punkt 139 bis 140°, wédhrend E. Fischer flir die reine Substanz
143° angibt. Auch bei der Analyse zeigte sich ein nicht un-
erhebliches Plus an Stickstoff,

0°1702 g gaben 204 ¢m3 N bei 17-5° und 745 mm.
0-1907 g gaben 23-2 cw? N bei 17° und 739 mm.

In 100 Teilen:

Berechnet fiir Gefunden
CioH, ,0,N ———
12115V Ng I -
N.......... 12-96 13-78 13-90

Chemie-Heft Nr. 9. 71
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Nochmals umkrystallisiert:

0°1408 g gaben 0° 3447 g CO, und 00704 g H,0.
In 100 Teilen:

Berechnet Gefunden

Se— S—
C.iviiiinann 6667 6677
H.o.ooooooo, 557 569

Es ist aber doch sicher, daff die aktive Pyrrolidincarbon-
sédure vorliegt.

Der Riickstand der Esterdestillation, 10 g, wurde in
verdiinnter Salzsiure geldst, durch Behandeln mit einem Ge-
menge von Zinnchloriir und Bleiacetat, schlieilich Schwefel-
wasserstoff entfirbt und zum Syrup gedampft. Nach einigen
Tagen waren im Eisschrank sehr unreine Krystalle (2:5g) ent-
standen, die, durch Umkrystallisieren gereinigt, 1 & wogen. Sie
hatten das Ansehen des Chlorhydrates der Glutaminsdure und
auch ungefihr deren Zusammensetzung.

01642 g gaben 0-1935 ¢ CO, und 0-0821 g HyO.
0-1221 g gaben 0-0964 g AgCL

In 100 Teilen:

Berechnet flir

CyH,NO,Cl Gefunden

Nmr— ———— S s’
Covvnnnnn 327 32-14
o 5-45 59
Cl......... 19-3 19+9

Aus dem Rest wurde mit Silberoxyd das Chlor genau
gefillt, die nach dem Eindampfen und Umkrystallisieren er-
haltene Sdure schmolz bei 196 bis 197° (unkorr.).

Die Salzmasse, welche beim Ausschiitteln der Ester mit
Ather abfillt, wurde in etwas iberschiissiger Salzsédure geldst und
durch wiederholtes Eindampfen und Extrahieren mit Alkohol
die organische Substanz von den Alkalichloriden tunlichst
befreit. Als dann die konzentrierte Ldsung, welche die organi-
schen Verbindungen enthielt, mit Salzsduregas gesattigt wurde,
hatte sich auch nach 40tdgigem Stehen im Eisschrank nichts
abgeschieden.

Hexonbasen.

Es war nach den fritheren Erfahrungen beim Casein nicht

unwahrscheinlich, daf auch bei der Gelatine durch Methylierung
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eine Verdnderung der Hexonbasen erfolgt. Um experimentell
sicher zu gehen, wurde auch hier die Kossel-Kutscher'sche
Methode an der Gelatine selber eingeiibt. Es wurden 30 g ver-
wendet und die modifizierte Methode ! in Anwendung gebracht.
Die einzige Abweichung war die, dal zur ersten Fillung von
Histidin und Arginin nicht Silbersulfat, sondern frisch gefalltes
Silberoxyd in die etwas Uberschiissige Schwefelsdure ent-
haltende Losung eingetragen wurde.

Es wurde erhalten:
Gefunden  Erfahrungsgemif
Nt Nc— sot————

Histidinchlorhydrat 0-23 g, Histidin in Prozenten 06 0-4

Argininnitrat 2°95 g, Arginin in Prozenten...... 83 93
Lysinpikratumkrystallisiert, Zersetzungspunkt 254
bis 255°, 2+ 95 g, Lysin in Prozenten...... 46 6°0

Die gefundenen Werte stimmen also anndhernd mit jenen
{iberein, die im Cohnheim’schen Buch angegeben sind.

Methylgelatine.

Es wurden 30 g (entsprechend 28 g Trockensubstanz)
mit 180 g Wasser und 90 g konzentrierter Schwefelsdure
14 Stunden gekocht, im {brigen verfahren wie bei der Gelatine
angegeben ist. Im Laufe der Operation flel schon die relativ
kleine Menge der Silberniederschldge auf. Von rohem Histidin-
dichlorhydrat wurden 0°-04 g, entsprechend einem Histidin-
gehalt von 0-019,, erhalten, von Argininnitrat 0-25g, ent-
sprechend 0-99/, Arginin.

Das Phosphorwolframat, welches das Lysin enthalten
sollte, wurde in Ublicher Weise auf das Pikrat verarbeitet.
Es fiel. ein nicht krystallisierendes Ol aus. Weder durch
partielles Extrahieren mit Alkohol, noch sonst war es zum
Krystallisieren zu bringen. Auch die alkoholische L&sung, aus
der es ausfiel, gab keine Krystalle. Man kann deshalb annehmen,
dafl Lysin nicht vorhanden, das in der Gelatine existierende
Lysin demnach bei der Methylierung verdndert worden ist.

1 Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 38, 39 (1903).
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Farbenreaktionen.

Je 1-5 g kduflicher Gelatine und Methylgelatine wurden
in 20 cm® Wasser gelost; gleiche Volumen der zwei Ldsungen
wurden mit genau abgemessenen Mengen der Reagentien ver-
mischt. Die Biuretreaktion, die Reaktionen mit a-Naphthol und
Thymol treten in vollstdndig gleicher Weise ein. Nur bei der
Xanthoproteinreaktion war ein kleiner Unterschied zu be-
merken. Die Methylgelatine gab eine deutlichere Gelbfarbung
und auf Zusatz von Ammoniak war bei ihr der Farbenumschlag
in Rot viel lebhafter.




