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Uber partielle Hydrolyse von Casein

von

Zd. H. Skraup und E. Krause.

Aus dem II. chemischen Universitdtslaboratorium in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung am 17. Februar 1910.)

In der vorhergehenden Mitteilung haben wir gezeigt, dafi
beim Ldsen verschiedener Proteine in 60prozentiger Schwefel-
sdure eine teilweise Hydrolyse eintritt, bei der in grofier Menge
Stoffe von albumoseartigem Charakter auftreten. Diese sind
natiirlich komplizierte Gemische. Wir haben nun beim Casein
versucht, diese anndhernd zu trennen und das Verhéltnis fest-
zustellen, nach welchem in ihnen die einfachsten Aminosduren
enthalten sind.

Die Trennung ist auch nach dieser Art der Hydrolyse recht
mithsam und verlustreich und bietet sie vor der, die nach
alkalischer Hydrolyse notwendig ist, kaum Vorteile. Sicherlich
ist es aber von Interesse festzustellen, ob der Verlauf der
Hydrolyse ein anderer ist, je nachdem sie durch Alkalien oder
Séduren beglinstigt wird. v

Es gelang verschiedene Stoffe anndhernd zu trennen, von
welchen der eine in Wasser sehr schwer 10slich ist und dem
Casein noch sehr nahe stehen diirfte. Die anderen sind in
Wasser 16slich. Einer von ihnen wird durch Ammonsulfat auch
bei grofiter Konzentration nicht ausgeféllt und hat den Charakter
der Peptone. Die anderen sind durch Ammonsulfat aussalzbar
und unterscheiden sich durch die verschiedene Aussalzbarkeit.
Aber nur derjenige, der bei Einviertelsdttigung sich abscheidet,
konnte in zur Untersuchung genligenden Mengen erhalten
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150 Zd. H. Skraup und E. Krause,

werden. Er soll Albumose II genannt werden, der wasserunlds-
liche Albumose I und der peptonartige schlechtweg Pepton.

DieProdukte der Hydrolyse wurden nur teilweise quantitativ
bestimmt; wir haben uns darauf beschriankt, die Glutaminsaure
und das Tyrosin zu bestimmen.

Dabei hat sich ergeben, dafi das Pepton etwas reicher an
Glutaminsidure ist als das urspriingliche Casein, die Albumose I
etwas drmer, bei der Albumose I ist der Prozentgehalt wieder
etwas grofier, doch ist der Unterschied ziemlich gering. Wesent-
liche Unterschiede treten im Tyrosingehalt auf. Die beiden
Albumosen liefern etwas mehr Tyrosin wie das Casein, das
Pepton enthilt das Tyrosin tiberhaupt nicht.

Die Differenz im Gehalt an Glutaminsdure ist demnach
sehr #hnlich jener, die bei der Gelatine beobachtet worden ist,
bei welcher die schwerer aussalzbaren Albumosen und das
Pepton gleichfalls mehr Glutaminsiure enthalten wie die leichter
aussalzbaren,! Dieselbe Differenz wurde beim Edestin 2 bei
alkalischer Hydrolyse gefunden, wihrend beim Serumglobulin 3
ebenfalls bei alkalischer Hydrolyse aber gerade das umgekehrte
zu beobachten ist, dessen Pepton tiberhaupt keine Glutaminsédure
geliefert hat.

Analoge Ahnlichkeiten und Unterschiede gelten. fiir den
Gehalt an Tyrosin. Beim Casein ist der Ubergang in das Pepton
von einer Abspaltung”des Tyrosins begléitet; dhnlich ist es
beim Ovalbumin, das (bei alkalischer Hydrolyse) ein auffallend
tyrosinarmes Pepton liefert. Und ganz dasselbe gilt beim Serum-
globulin (alkalische Hydrolyse), dessen Pepton weniger Tyrosin
liefert als die den Albumosen #dhnliche Lysalbinsdure und die
Protalbinsdure. . '

Beim Edestin wurde aber bei alkalischer Hydrolyse wieder
das entgegengesetzte gefunden, der den Peptonen nédher
stehende Stoff aus Edestin enthidlt mehr Tyrosin wie das dem
urspritnglichen ‘Edestin ndher stehende Produkt der Hydrolyse.

Da solche Ahnlichkeiten und Unterschiede auch dort auf-
treten, wo verschiedene Proteine in derselben Weise, also durch

1 Skraup und Hummelberger, Monatshefte fiir Chemie, 1908, 451.
2 Skraup und Woeber, Ebenda, 1909, 289.
3-Skraup und Lampl, Ebenda, 1902, 363.
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Alkalien oder durch Sduren hydrolysiert worden sind, ist man
wohl berechtigt, sie auf Konstitutionsverhéltnisse im weitesten
Sinne des Wortes zuriickzufiihren.

Es sei auch noch hervorgehoben, dafi die hier vermerkten
Tatsachen erweisen, dafl die von Abderhalden?® und seinen
Schiilern konstatierte Leichtabspaltbarkeit des Tyrosins und
seiner Proteine nicht so gedeutet werden kann, dafi das gesamte
Tyrosin in einer gleichen relativ labilen Art gebunden sei,
sondern daB dieses in verschiedener Art im Proteinmolekil
verteilt ist. :

Bei den Produkten der Hydrolyse des Caseins haben wir
noch beobachtet, dafl das Pepton die Farbenreaktion auf den
Kohlenhydratrest viel stirker liefert, als die Albumosen und das
Casein selber. Dasselbe ist bei anderen Proteinen auch kon-
statiert worden und kann auch hier nicht anders gedeutet
werden, als: daf der sogenannte Kohlenhydratrest in dem
Pepton stdrker angehduft ist als in den nebenher auftretenden
albumoseartigen Korpern.

Experimenteller Teil.

1 kg Casein wurde mit 6kg etwa 60°/, H,SO, (58-5%,)
zirka 17 Stunden auf der Maschine geschiittelt, wobei fast alles
in Losung ging. Der geringe Rest war nach weiterem zwei-
tigigem Stehen im geschlossenen Gefdf verschwunden und
hatte sich eine dunkelgrin gefdrbte LOsung gebildet. Diese
nahm merkwirdigerweise erst beim Stehen an freier Luft die
blauviolette Farbe an, die man beim Losen von Casein in Salz-
sdure in der Hitze oder in der Kélte beobachtet und die, wie wir
beobachtet haben, wenn auch schwicher, bei gewohnlicher
Temperatur nach dem Ldsen von Casein in miBig verdiinnter
Schwefelsdure beim Stehen an freier Luft auftritt. Die Losung
wurde auf 4 k¢ Eis gegossen und mit NH, versetzt, bis die
Flissigkeit eben noch sauer reagierte. Notwendig waren etwa

1 Zeitschr. fiir phys. Chemie, 53, 315 (1907); 46, 195 (1905); 44, 284
(1903),

1i#
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6 kg NH;. Es erfolgte Abscheidung harziger Klumpen, die
durch Riithren leicht vereinigt und von denen leicht abgegossen
werden konnte. Die abgeschiedene Harzmenge wog in feuchtem
Zustand 1380 g (Fillung I).

Neben dieser harzigen Abscheidung schied sich ein weifies
Pulver ab, das von dem Harz leicht abzuschlimmen war und
scharf abgesaugt wurde. Es wog feucht 217 g. Dieses Pulver
erwies sich beim. Glihen als organisch, war in heiflem H,O
nahezu léslich, vollstdndig 16slich nach Zusatz von wenigen
Tropfen NH,.

Bei. Vorversuchen zeigte sich, daff die harzige Fallung mit
etwa der vierfachen Menge Wasser erwiirmt, vollig, wenn auch
triib in Ldsung geht. Diese.Ldsung wird in der Hitze sowohl
durch. einen Zusatz von Ammoniak wie von Schwefelsdure
teilweise gefdlit und scheidet, ohne einen Zusatz abgekiihlt,
wieder ein Harz ab. Die {iber diesem stehende Fliissigkeit wird
nur noch durch Schwefelsdure, nicht. aber durch Ammoniak
getrlibt, wohl aber wenn sie vorher erwarmt wird; beim Abkiihlen
erfolgt wieder Ldsung. Die von dem erwédhnten Harz ab-
gegossene Losung scheidet, partiell mit Ammonsulfat geséttigt,
Niederschldge ab, welche nach der Einviertelsdttigung am
reichlichsten sind und bei weiterer Séttigung immer mehr ab-
nehmen. Diese Fillungen in Wasser wieder geldst und aber-
mals mit Ammonsulfat partiell gefillt, lassen sich durch Oftere
Wiederholung des Verfahrens allmihlich wieder in wasser-
unlgsliche Fallungen und in Fraktionen verschiedener Aus-
salzbarkeit zerlegen.

Nach diesen Vorversuchen wurden zweimal je D00 g des
feingepulverten Niederschlages I in je 57 heifles Wasser ein-
getragen, gut durchgeriibrt, erhitzt und erkalten gelassen. Die
weitere Verarbeitung geht aus beiliegender Tabelle hervor.

Es sei bemerkt, daf§ die einzelnen Fillungen immer wieder
mit der relativ gleichen Menge H,O behandelt, beziiglich in ihr
geldst wurden.
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Halbsédttigung dadurch erhalten, dafi diese konzentriert wurden,
so lange sich noch harzige Massen abschieden und nach Ent-
fernung des Ammonsulfates (vermittels Alkohol) von niederen
Spaltungsprodukten durch Dialyse gewonnen.

Um nicht unnétigerweise neue Namen einzufithren, wollen
wir die in Wasser unldsliche Fraktion Albumose 1, den Haupt-
bestandteil der Einviertelsattigung  Albumose 2 nennen, die
durch Ammonsulfat nicht fallbare Fraktion schlechtweg Pepton.

Von der Albumose 1 wurde zunichst der beim Losen des
urspringlichen Harzes sofort als unidslich abgeschiedene Teil
verarbeitet: 265 g wurden wiederholt unter Wasser am Wasser-
bad umgeschmolzen. Nach dem Erkalten konnte das Wasch-
wasser leicht abgegossen werden. Nach zwdolfmaligem Aus-
waschen waren in die Waschwisser 54 ¢ Trockensubsianz
Uibergegangen. Ungeldst waren 139 g, feucht gewogen. Daraus
geht hervor, daf die urspriinglichen 265 ¢ sehr viel Wasser
enthielten, von welchem beim Umschmelzen recht viel ab-
gegeben wurde. Selbst nach zirka 14maligem Auswaschen war
die Reaktion auf H,SO, noch sehr stark.

- Da sich zeigte, dal die Substanz in etwa 50prozentigem
Alkohol in der Hitze grofitenteils 18slich ist und durch Wasser
wieder gefdllt wird, wurde versucht, auf Grund dieses Verhaltens
die anhidngenden Sulfate zu entfernen. In der Tat gelang dieses

nach ofterem Umfillen, doch waren schlieBlich noch immer
Spuren von Schwefelsdure nachzuweisen.

Die mehrfach ausgefilite, im Vakuum getrocknete Substanz
wog schliellich nur 44 g.

Die Fillungen durch Ammonsulfat, die in’ dem Filtrat der
Albumose | entstehen, 18sen sich in Wasser nicht vollig auf und
ist dieses insbesondere bei den anfinglichen Fillungen be-
sonders zu bemerken. Diese Abscheidungen wurden als Albu-
mose [ betrachtet und wie diese weiter behandelt.

Sie verlor beim Umschmelzen mit Wasser und Ausféllen aus
der verdlinnt alkoholischen Losung aber viel mehr an Gewicht
als die urspriinglich unléslich gebliebene. Es wurden schliefilich
27 g im Vakuum getrocknete Substanz erhalten.
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Die durch Einviertelsdttigung erhaltene harzige Ab-
scheidung Albumose II, deren Menge nach zahlreichen Um-
fallungen schliefilich 141 g, feucht gewogen, betrug, wurde in
zirka 2 7 heiflem H,O geldst, mit wenig tiberschiissigem Ba(OH),
die Schwefelsdure ausgefdllt, der {iberschiissige Baryt durch
CO, entfernt, das Filtrat eingedampft. Der Riickstand betrug
335 ¢ und enthielt nach einer Trockenbestimmung (Vakuum)
26-71 g Trockensubstanz.

Die nach den Halbsittigungen erhaltenen Fliissigkeiten
wurden konzentriert bis Ammonsulfat auskrystallisierte, neben
welchem sich Harze abschieden. Sobald bei weiterer Kon-
zentration diese Harzabscheidung ausblieb, wurde das (NH,), SO,
mit Alkohol, dem etwas NH, zur leichteren Losung der organi-
schen Substanz zugesetzt war, abgeschieden. Das alkoholische
Filtrat hinterlieB eingedampft 201 g.

Versuche, die Hauptmenge der dem Pepton zweifellos bei-
gemischten Aminosduren in Form ihrer Kupfersalze durch
fraktionierte Fillung mit Alkohol abzutrennen, gaben kein
Resultat.

Infolgedessen wurde die zehnprozentige Ldsung des
Peptons in H,O der Dialyse unterworfen, wodurch gleichzeitig
vollige Entfernung des anhaftenden Ammonsulfats erzielt
wurde. Das Dialysierwasser wurde das erstemal nach 2 Tagen,
spiterhin immer nach 24 Stunden abgelassen. Sein Volumen
und die durch Dialyse weggefiihrten Mengen gehen aus
folgender Tabelle hervor.

Das Dialysierwasser Volumen Gewicht
wurde abgelassen in des
nach: Kubikzentimetern Riickstandes
1 Stunde 3300 708
2 Stunden 4400 33
3 4970 16
4 » 5300 9
5 » 5760 5
6 > 6170
7 > 6200 ca. 1

Summe:  186¢
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Nach der achten Dialyse zeigte das abgelassene Wasser
keine Reaktion auf H,SO, mehr; infolgedessen wurde die
Dialyse unterbrochen und der Inhalt der Dialysierschlauche auf
dem Wasserbad eingedunstet.

Die Menge Iufttrockenes Pepton betrug 19g — 13:18g
Trockensubstanz. Beim Losen in wenig H,O und Versetzen
mit ‘gesédttigter Ammonsulfatldsung entstand nur eine leichte
Trilibung.

Die nun folgenden Operationen, wie Hydrolyse, Ab-
scheidung des Glutaminsdurechlorhydrats, Bestimmung des
Tyrosins wurden bei Albumose I und II, bei dem Pepton und
vergleichsweise bei dem Casein selbst in gleicher Weise durch-
gefithrt und moglichst gleichmafiiges Arbeiten angestrebt. Wir
geben deshalb blof die Verhéltnisse flr.die Albumose II an.

30 g der obigen Trockensubstanz (im Vakuum von Wasser
befreit) wurden fein gepulvert und mit der sechsfachen Menge
konzentrierter HCl 8 Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt. Das
hydrolysierte Produkt wurde sehr stark eingedampft, mit H,O
aufgenommen, etwas PbCO, zugefiigt und dann so viel Zinn-
chlortir zugesetzt, bis beim Einleiten von H,S und folgender
Filtration eine moglichst starke Entfdrbung erzielt wurde.
Dieses Filtrat wurde dann bis auf zirka 70 em® eingedampft, in
der Kalte HCl bis zur Sittigung eingeleitet, mit wenig Glut-
aminsdurechlorhydrat geimpft und dann in der Kilte sich
- selbst iiberlassen. Nach achttigigem Stehen wurden die ent-
standenen Krystalle von Glutaminsdurechlorhydrat auf Asbest
abgenutscht und mit kaltem absolutem Alkohol gewaschen.

Ihre Menge betrug 5-06 g = 18-9%, rohes Glutaminsiure-
chlorhydrat. Diese Rohkrystalle wurden in H,O geldst und
unter Zusatz von wenig konzentrierter HCI bis zur starken
Krystallisation eingedampft. Die Ausbeute betrug dann 2-86 g =—
10-709/,.

Die Mutterlauge krystallisierte abermals; die abgenutschten
und mit absolutem Alkohol gewaschenen Krystalle wogen
0-18g = 0:679,.

Das Glutaminsédurechlorhydrat der ersten Krystallisation
(2-86 g) wurde zur Analyse nochmals umkrystallisiert.
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0°2411 g Substanz gaben 0-1893 g AgCl.

In 100 Teilen:

Gefunden Berechnet
S —— N, i
Clovvvvn.. .. .. 19041 1930

Zur Bestimmung des Tyrosins wurde das von dem rohen
Glutaminsdurechlorhydrat befreite Filtrat durch Eindampfen
moglichstvon HCl befreit, dann mit H,0 auf zirka 1/, 7 aufgefuillt
und mit Silberoxyd, das auf */;450000 2AUSgeWaschen war, mdg-
lichst genauin der Hitze entchlort. Vom AgCl wurde filtriert, der
Niederschlag mit heiflem HyO wiederholt ausgewaschen. Even--
tuell vorhandene Silbersalze wurden im Filirat durch HsS zer-
setzt, filtriert, der Niederschlag gut ausgewaschen und das
Filtrat konzentriert. Der dabei sich ausscheidende S wurde
durch Filtration entfernt. Bei stdrkerem Konzentrieren fand
Abscheidung von Krystallen statt, die sich unter dem Mikroskop
als Tyrosin erwiesen. Die weitere Isolierung des Tyrosins
erfolgte durch fraktionierte Krystallisation der Mutterlauge; die
Reinhéit der einzelnen Fraktionen 'wurde durch die Reaktion
mit .Millon™s Reagens und durch das Mikroskop fest-
gestellt. Diejenigen Fraktionen, bei denen durch fraktioniertes
Krystallisieren eine Trennung des Tyrosins vom Leucin nicht
mehr mdglich war, wurden mit Eisessig behandelt. Die betreffende
Krystallisation wiirde dabei als reines Leucin in Rechnung.ge-
zogen und mit der 150fachen Menge Eisessig erhitzt, wobei
das Leucin in Losung geht. Nach dem Erkalten wurde von den
ungeldst gebliebenen Krystallen abgenutscht..Sie erwiesen sich
als nahezu reines Tyrosin. Sie. wurden nochmals in H,O geldst
und stark  konzentriert. Auf diese- Weise wurde fiir die Ein-
viertelsattigung ein Tyrosingehalt von 4-539%, gefunden. In
folgender Tabelie sind die eingehaltenen Bedingungen - er-
sichtlich.
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Partielle Hydrolyse von Casein. 161

Die beim Konzentrieren des Filtrates zunédchst ab-
geschiedenen Krystalle 1dsten sich beim Waschen auf det
Nutsche leicht in wenig Wasser, konnten also kein Tyrosin sein.

Da mbglicherweise beim. Entchloren das Tyrosin als
Silbersalz 'ausgefallen sein konnte, wurden die AgCl-Nieder-
schldge in Hy0 suspendiert, erhifzt und HsS eingeleitet. Das
gelbgefdrbte Filtrat wurde konzentriert. Nach dem Trocknen
im Vakuum betrug der Riickstand 1-43 g.

Der Niederschlag von Ag,S wurde abermals in heiflem
H,O suspendiert und nochmals . mit H,S zerlegt, doch enthielt
das Filtrat keine organische Substanz mehr. ‘

Der verhéltnismiflig grofie Riickstand von 1-43 g wurde in
zirka 300 cm® H,O geldst und in der Hitze mit Silberoxyd ent-
éhlort, so daBl die Fliissigkeit eben noch Reaktion auf HCI gab.
Dann wurde wiederholt filtriert und konzentriert. Auch hier
waren die abgeschiedenen Krystalle weder unter dem Mikroskop
als Tyrosin zu erkennen, noch gaben sie mit Millon’'s
Reagens ein Rotfarbung, so dafl also in dem Pepton Tyrosin
nur in duflerst geringen Spuren vorhanden sein kann.

Vergleichsweise wurde zum-Schlufi das Ausgangsmaterial,
Casein, in gleicher Weise wie die Albumosen und das Pepton
verarbeitet. Es wurden hierzu 33 g Casein — 29-47 g Trocken-
substanz verwendet.

Tyrosingehalf beim Casein.
Beim Konzentrieren des Filtrates:
L.: Krystallisiert 165 g, —

->1in Hy0 geldst und konzentriert:

| wenig mit Leucin durchsetzt. al.: 113 g, reines Tyrosin.
\
I.. 0-26 g, Reaklion schwach, o IL.: 0°09 g, nahezu reines
| unter dem Mikroskop kein | Tyrosin.
| Tyrosin wahrnehmbar. {
IIL.: 0-8 g, kein Tyrosin. o lIL.: 006 g, kein Tyrosin mehr.

Fraktion aII. und «IIl. wurden in 48 ¢ Eisessig suspendiert, sie 16sten sich
leicht schon in der Kilte, konnten also kein Tyrosin mehr enthalten. Gesamt-
gehalt an Tyrosin = 1-22 ¢ = 4149/, Tyrosin. (Der Tyrosingehalt des
Caseins ist im Cohnheim’schen Lehrbuch mit 459/, angegeben.)

~ In folgender Tabelle haben wir tabellarisch die Menge der
einzelnen Krystallisationen von salzsaurer Glutaminsiure aus
Casein, Albumose I und Il sowie dem Pepton zusammengestellt.
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Durch
Einviertel- In HyO
sittigung unlésliche | Pepton Casein
erhaltene Albumose 1
Albumose 1I -

. Prozentgehalt an Glutaminsiurechlorhydrat.

Rohes Glutamin-

siurechlorhydrat. 18-9 9/, 287119/, 257499/, | 25-119),
Einmal aus Hy0

umkrystallisiert..|. 10°70 16-87 18-9 1510
Krystalle aus deren

Mutterlauge . . ... 067 0-86 1-44 356

Gehalt an Tyrosin.

453 452 — | a4

Die Cl-Bestimmungen wurden in dem zweimal aus HyO umkrystallisierten
Glutaminsgurechlorhydrat vorgenommen:

Albumose II.: 0-2411 g Substanz gaben 01893 g Ag Cl = 19410/,

sation, die aus den einmal umkrystallisierten Mutter-
laugenkrystallen erhalten wurde:
0-2230 g Substanz gaben 0°1765 g AgCl = 195790/,

Albumose L.: 0+1812» » » 041423» » ==19"42>» |

Pepton:..... 0°2200» > > 0°1706> » =19"18> | 8 2

Casein:,.... Hier wurde der Cl-Gehalt bestimmt in der Krystalli- § 2
22

Zur Ausfihrung der Farbenreaktionen wurden im all-
gemeinen fiinfprozentige LOsungen verwendet. Die Substanz
wurde mit H,O und der eben notwendigen Menge KOH in
Losung gebracht, :

Die braun gefdrbte Losung des Peptons wurde vorher mit
Zinnchlorlir und H,S .in bekannter Weise nahezu entférbt,
filtriert, der H,S verjagt und dann die Farbenreaktionen vor-
genommen.



Partielle Hydrolyse von Casein.
Unlésliche  Einviertel-
Losung:  Reaktion: Casein:  Albumose: sittigung:

59/, Millon’sche Starke Braun- Starke
Rotfirbung farbung  Rotfdrbung

ungefdhr gleich stark

19/, Millon’sche  Rotfirbung Rotfdrbung Rotfirbung

nahezu gleich stark
50/,  Glyoxylsdure violett violett violett
. reioh : (stdrker als
ast gF.e.u]:3 starke die beiden
arbung ersten)
58, Biuret schwach schwach schwach
violett rotviolett rotviolett
(Farbton (etwas
verschieden stdrker als
~von den drei die vorher-
folgenden) gehende)
59, a-Naphtol rotbraun rotbraun sehr
’ schwache
nahezu gleich stark Bri
raunung
59/, Thymol rot rotbraun schwach
——— braunrot

etwas stérker als
die folgende Einviertel-
sittigung

163

Pepton:
Rotfarbung
(schwicher

wie die

ibrigen)

Rotfdrbung
(schwdcher)

schwach
rotlichgelb

schwach rosa

stark violett

Rotfirbung
(bedeutend

stirker wie die

vorher-
gehenden).



