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l[lber die Methylierung der Eiweigstoffe 

Von 

J. H e r z i g ,  k. M. K. Akad., und Karl  L a n d s t e i n e r  

Aus dem I. Chemischen Laboratorium tier k. k. Universit{it in Wien 

(Vorgelegt in der Sitzung am 10. J~nner 1918) 

I. E i n w i r k u n g  y o n  D i a z o m e t h a n .  1 

Die seinerzeit yon uns ~ publizierten Versuche fiber 

die Methylierung yon Eiweil%toffen mittels Diazomethan er- 

gaben, dab die einzelnen KSrperklassen (Proteine, Protamine, 

Peptone) sich voneinander  in bezug auf ihre Methylier- 
b a r k e r  his zu einem gewissen Grade unterscheiden, daft aber 
innerhalb dieser Gruppen, so verschieden sich die Verbindungen 
auch sonst verhalten mSgen, in bezug auf die Menge der 
sowoh! am Sauerstoff als auch am Stickstoff aufgenommenen 
Gruppen sich nut  geringe Unterschiede nachweisen lassen. 

Die Wer te  ffir OCH 3 bewegten sich bei den untersuchten 
?rote inen (Kasein, Gelatine, Serumeiweil] vom Pferd, Edestin 

und Seidenfibroin) innerhalb der Grenzen 3"68 und 4"860/0 

�9 ffir CH~ am Stickstoff (wenn man vom Seidenfibroin 
absieht) innerhatb 3"72 und 5 " 3 4 %  CH~. Beim Seidenfibroin 

ergab sich ffir Methylimid eine viel geringere Zahl, wobei 

allerdings zu bemerken war, daft die Best immung schon nach 
einmaligem Behandeln mit Diazomethan ausgeffihrt worden 
war. Bei einer weiteren Untersuchung zeigte es sich, daf~ i~] 

9 

t Die experimentellen Tatsachen sind yon Herrn F. Zipperer und 
Frl. M. Quittner ermittett worden. 

Biochem. Zeitschr., 61, 458 (1914). 
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der Tat der beim Seidenfibroin mit 2" 77% seinerzeit gefundene 
Were ftir CH a am N einen Grenzwert darstellt, da nach sechs- 
maliger weiterer Behandlung mit Diazomethan wieder nur 
2"9l~ gefunden wurden und dieser Wert auch bei weiterer 
sechsmaliger Behandlung nur 2"790/0 betrug. Der Weft far 
CH 3 am N ist also konstant geblieben, und zwar merk]ich 
kleiner als bei den anderen Proteinen. Bei dieser intensiven 
Behandlung ist auBerdem die Zahl ftir OCHa yon 4"22 auf 
4"80 beziehungsweise 4"93% OCH.~ gestiegen. 

Im Anschlusse hieran ist dann auch Wol le  einem ge- 
nauen Studium unterworfen worden. Dieses Produkt ist uns 
yon Hofrat S u i d a  gCttigst tiberlassen worden und war voll- 
kommen entfettet und appreturfrei. Es war dasselbe Material, 
welches er seinerzeit 1 fClr seine ausgedehnten Untersuchungen 
verwendet hat. Die Wolle zeigte sich merkwCtrdigerweise gegen 
Diazomethan viel resistenter als die bisher untersuchten Stoffe 
dieser KSrperklasse. Trotzdem konnten abet bei wiederholter 
Behandlung die bisher beobachteten Grenzwerte erhalten, ja 
zum Teil ein wenig tiberschritten werden. Der Gang der Re- 
aktion soll aus fo!gender Zusammenstel!ung ersichtlich werden: 

I. Nach zweima!iger Behandlung war der Gehalt 1"76O/o OCH a und 

3'09O/o CH 3 am N. 
II. Nach weiterer zweimaliger Behandlung war der Gehalt 3" 13O/o OCH:~ 

und 4'00O/o CH a am N. 
IH. Naeh weiterer zweimaiiger Behandlung war der Gehalt 3"400/o OCI-I a 

und 4"740/0 CH 3 am N. 
IV. Nach weiterer zweimaliger Behandlung war der Gehalt 4"50O:o OCH a 

und 5" i6O/o CH 3 am N. 

SchliefJlich wurden nach weiterer z ehnmaliger Behand- 
lung Daten erhalten, welche wohl sehr wahrscheinlich die 
eigentlichen Grenzwerte darstellen, und zwar 5 ' 8 9 %  OCH:~ 
und 6"280/0 CH 3 am N. 

Nachdem sich nun bei Seide eine merkliche Abweichung 
yon den bisher untersuchten Proteinen ergeben hat, sind wir 
dann zur Untersuchung einer anderen Klasse von Eiweit3- 

1 Mon. f. Chem., 25, 1107 (1904); 26, 413 und 855 (1905); 2Z, 225 
und 1193 (I906). 
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stoffen fibergegangen, und zwar  der a l k o h o l l S s l i c h e n  

E i w e i t 3 s t o f f e  d e r  G e t r e i d e a r t e n .  Ftir die Wahl dieser 

K6rper war haupts/iehtich der Umstand mal3gebend, dab sie 
in bezug auf die Bausteine zu den bestaufgeklS, rten Substanzen 

der Eiweit3gruppe geh~Sren. So kennt man nach O s b o r n e  

beim Gliadin aus Weizen 83"8~ beim Zein aus Mais 85'4~ 
an Spaitprodukten.  Das Studium dieser Eiweif3stoffe wurde 
dutch die Kriegsverh~tltnisse sebr behindert,  indem beispiels- 

weise beim Zein sich aus Mangel an Material sehr bald die 

Unm/Sglichkeit weiterer Versuche ergab. Es war aber m~Sglich, 

eine grgl3ere Pattie Gliadin arts Weizen herzustellen, so daf~ 

diese Verbindung etwas genauer  untersucht  werden konnte. 

Das Gliadin wurde nach der Methode yon A b d e r h a l d e n  1 

dargestellt, welche eine qualitativ und quantitativ befi'iedigende 
Ausbeute liefert. 

Was  zung.chst die gemeinsamen Eigenschaften des Zeins 

und Gliadins betrifft, so ist zu erw/ihnen, dal3 beiden Sub- 
s tanzen offenbar eine, wenn auch geringe Tendenz  zur Ver- 

esterung beim Behandeln mit Alkohol allein ohne jegliehen 

Zusatz einer Minerals~,ure zuzukommen scheint. Infolgedessen 
war  in der Regel schon bei den Eiweil3kSrpern selbst ein 

hSherer Methoxylgehalt  (1 bis 1 "4~ als bei anderen Proteinen 
zu konstatieren. A uch in bezug auf CHa am N waren die 

Werte  bei beiden Substanzen etwas h/3her als gew613nlich. 

Die Zahlen lagen zwischen 1"14 und 2" 260/0. Gegen Diazo- 
methan erweist sich das Zein ziemlich resistent, wghrend das 

Gliadin raseh die Maximalzahlen erreichen liel3. Es soll nun- 
mehr der Gang der einzelnen Reaktionen angegeben werden. 

Zein mit Diazomethan in /itherisch4r L(Ssung bis zum 

Verschwinden desselben behandelt, lieferte ein Pr/iparat, das 

1"98~ OCHa und 2"840/0 CH a am N enthielt. Diese Ein- 
wirkung wurde genau in derselben Wr viermal wiederholt, 

ohne daft sich eine erhebliche Steigerung des Wertes  ftir 
CH a am Stickstoff eingestelIt h/itte. (Gefunden 3 " 1 7 %  OCH a 
und 2"920/0 CH a am N.) 

z A b d e r h a I d e n ,  Handbueh der bioehem. Arbeitsmethoden. II. Band. 
p. 321 (1910). 
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Da das  Zein sehr  hart  war  und  s ich sehr  s c h w e r  zer-  

kleinern Iiefl, konn te  m a n  als Ursache  flit die Tr / ighei t  der  

Reakt ion  an rein m e c h a n i s c h e  Momente ,  n/imlich das Nicht-  

e indr ingen  der Flt issigkeit ,  denken.  Das  bereits  teilweise 

methyl ie r te  Zein ( 3 " 1 7 ~  3 und  2"920/0 CH 3 am N) 

w u r d e  daher  in viel Methyla lkohol  gelSst, mit D i a z o m e t h a n  

behande l t  und  die n a c h  dem Abdest i l l ieren des ~iiAhers ' und  

Alkohols  im V a k u u m  ge t rockne t e  Masse bei 100 ~ bis zu r  

K o n s t a n z  ge t rockne t  u n d  analysier t .  Ge funden  4" 1 7 %  OCH.~ 

und  2 " 8 4 %  CHa am Stickstoff.  

Be t rach ten  wir  unse re  V e r s u c h s r e i h e :  

I. 1"98O/o OCHa, 2"840/0 CH 3 am N 

II. 3"17O/o OCH~, 2"920/0 CH 3 am N 

I[I. 4'17O/o OCH~, 2"84o/0 CH a am N 

im Z u s a m m e n h a n g ,  so ist jedenfal ls  eine z iemliche Res i s tenz  

g e g e n  die Methyl ie rbarke i t  am Sauers to f f  z u  kons ta t ie ren  und  

aulgerdem we ic he n  die ffir CHa am N erzielten Grenzwer t e  

deut l ich yon  der N o r m  ab. 

Demgegenf ibe r  hat  Gliadin s chon  nach  einmaliger  Behand-  

lung den gewShnl ichen  G r e n z w e r t  berei ts  e twas  i iberschr i t ten  

und  liefert bei der we i t e ren  Behand lung  die hSchs te  bis je tz t  

bei den EiweiBstoffen erzielte Methoxylzahl .  Das CHa am N 

betreffend, verhgl t  sich Gliadin g e n a u  so wie Z~in und  sind 

die erreichten Grenzwer t e  nahezu  ident isch (2"84  und 2 " 5 6 %  

CH 3 am N). 
Gliadin, mit e inem Oberschuf3 yon  D i azome than  behandelt ,  

liefert ein P r o d u k t ,  weIches  folgende Zahlen  gibt: 

I. Naeh einmaliger Behandlung 5"930/00CH a und 1'750. 0 CH a am N. 

II. ,, neuerlicher , 5"68 ,, ,7 2" 13 ,, 75 >~ 

III. >5 ,> , 7'06 >5 ,5 2"56 ,, ,> 75 

Um die e infachen  Methyl ie rungen  mit Diaz.omethan zu  

erledigen,  soil noch  eines V e r s u c h e s  gedach t  werden ,  den wir  

mit n ich tkoagul ie r tem Serumeiweif i  v o m  Pferd ausgeff ihr t  
haben.  Das  nichtkoag~llierte Eiweifi  verhielt  s ich ganz  ~.hnlich 

dem bisher  un t e r suc h t e n  koagul ier ten  Produkt .  
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II. D i e  E i n w i r k u n g  y o n  m e t h y l a l k o h o l i s c h e r  S a l z s i i u r e .  1 

Im Anschluf3 an die von uns 2 publizierten Versuche  i s t  

paraIlel mit  der E~nwirkung von Diazomethan auch das Studium 

der Reaktion yon Methylalkohol und Salzstiure auf  die eben 

abgehandel ten  Substanzen un te rnommen worden. W a s  die Aus- 

f 'ahrung der nun folgeaden Versuche betrifft, so soll erw/ihnt 

sein, daft wir einer l~och nicht publizierten Versuchsreihe 

Z i p p e r e r ' s  folgend, immer mit e inprozent iger  methyla lkoho-  

lischer Salzs~iure durch 10 Stunden am R/ickflul3kfi~hler gekocht  

haben. 

In dieser Art behande!t, lieferte das Seidenfibroin nach 

dem Trocknen  bei 100 ~ 1"22~ OCH~. Bei einer Wieder-  

holung des Versuches  war  die Esterzahl  a 1"40~ OCH 3. Der 

Wef t  fi.ir CH 3 am Stickstoff  lag wie bei allen bisherigen Ver- 

suchen mit alkoholischer  Siiure innerhalb der bekannten 

Grenzen  ftir die unver/inderten Proteine, so dal3 die Ta t sache  

als fests tehend zu betrachten ist, dal3 bei der E inwi rkung  yon 

alkoholischer S/iure keine nennenswer te  Alkyl ierung am Stick- 

stoff stattfindet. Das Seidenfibroin zeigt also ein eigenartiges 

Verhalten, da es die geringste  bis je tzt  beobachte te  Esterzahl  

ergeben hat. Nun war  allerdings wegen  des hohen Tyros ia -  

gehaltes eine von der ,~therzahl abweichende Esterzahl  zu 

e rwar ten ,  aber die Differenz ist so grol3, dab sie dutch den 

Tyros ingeha l t  allein nicht erkl/irt werden kann. Das Pr/iparat 

mit  1"22~ OCH a liefert schon nach einmaliger Behandlung mit 

Diazomethan nahezu  die il'll frtiheren Kapitel ftir das Seiden- 

fibroin angegebenen  Wer te  ftir OCH 3 und CHa am N. 

Im Gegensa tz  zum Seidenfibroin zeigt die Wotle ein 
ziemlich normales  Verhalten, indem nach der Behandlung mit 

MethylalkohoI und Salzsg.ure die Analyse  der bei 100 ~ ge- 
t rockneten Substanz folgende Zahlen gab:  

3-800/o OCH 3 und 1'490.' o CH:~ am Stickstoff. 

J- Bearbeitet yon F. Zipperer  und M. Quittner. 
s Biochem. Zeitschr., 61, 458 (1914). 
3 Der Einfachheit halber m~ige die mit Diazomethan erhaltene Methoxyl- 

zahl, wenn auch nicht ganz korrekt, als JAtherzahl, die mit methylalkoho- 
lischer Salzs~iure erlangte als Esterzah! bezeichnet werden. 

Chemie-Heft Nr. 5. 18 
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Bei  d i e s e r  G e l e g e n h e i t  soll  e iner  von  den  v ie len  F~l len  

,namhaft  g e m a c h t  w e r d e n ,  w o b e i  die  v o h  uns  g e w b h n l i c h  be-  

n u t z t e  M e t h o d e  1 mit  d e r  nach  K i r p a I  und  B t i h n  ~ v e r g l i c h e n  

w o r d e n  ist. N a c h  K i r p a l  w u r d e  be i  d e r  eben  e r w ~ h n t e n  

S u b s t a n z  (3"80~ O C H  3 u n d  1"49~ CH~ a m  N) g e f u n d e n :  

I. 4'110/00CH 3 und 1"22O/o CH 3 am N. 

II. 3 '890/00CH 3 und 1"22O/o CH 3 am N. 

Die  U b e r e i n s t i m m u n g  l~13t, w i e  a u c h  be i  a l len a n d e r e n  

n ich t  d i rek t  a n g e f t i h r t e n  V e r s u c h e n ,  n i ch t s  z u  w t i n s c h e n  t ibrig.  

Die E s t e r z a h l  de r  W o l l e  e n t s p r i c h t  d e m n a a h  der  E s t e r z a h l  

de r  a n d e r e n  Eiweif~k6rper .  D e m g e g e n f i b e r  e r w i e s  s i ch  d ie  

W o l l e ,  wie  s c h o n  oben  erw~ihnt, g e g e n  d ie  E i n w i r k u n g  von  

D i a z o m e t h a n  z i e m t i c h  res i s t en t ,  o b w o h l  a l l e rd ings  bei  de r  s e h r  

i n t e n s i v e n  B e h a n d l t m g  die t ib l i chen  G r e n z w e r t e  e r l a ng t  w e r d e n  

konn ten .  

Diese  R e s i s t e n z  g e g e n  D i a z o m e t h a n  z u m  U n t e r s c h i e d  

g e g e n  m e t h y l a l k o h o l i s c h e  S a l z s t i u r e  k o n n t e  a u c h  d u r c h  d ie  

p h y s i k a l i s e h e  S t r u k t u r  de r  YVolte b e d i n g t  sein.  Her r  D o z e n t  

Dr. W a s i c k y  ha t te  die Gfite, d ie  W o l l e  in  d i e se r  R i c h t u n g  

m i k r o s k o p i s c h  zu  u n t e r s u c h e n .  E r  te i l te  uns  h i e r t i be r  f o l g e n d e s  

mi t  : 
>>Die Bezeichnung war: 

A = Wolle mit methylalkoholischer HCI behandelt. 
B = Wolle mit Methylalkohol allein behandelt. 
C =  urspriingliche Wolle yon Suida .  

[m mikroskopischen Bild unterscheidet sieh die ~,Volle A yon C darin, 
dai] die einzelnen Haare gequolIen erscheinen, und zwar a~,ff Kosten der 
Fasersehieht. Es macht den Eindruck, als sei in die Fasersehicht die LSsung 
einer Substanz eingetreten und dadurch sogar Mazeration erfolgt. Mechanisch 
wurde dann aueh dadureh an vielen Stellen die Kutikala liidiert. Die Wolle B 
zeigte ein ~hnliches Bild, abet nieht so weir vorgesehritten<<. 

W i t  h a b e n  mit  R t i eks i ch t  a u f  d i e sen  B e f u n d  die  mi t  m e t h y l -  

a l k o h o l i s c h e r  Salzs~iure  b e h a n d e l t e  W o l l e  de r  w e i t e r e n  E in -  

w i r k u n g  yon  D i a z o m e t h a n  u n t e r w o r f e n ,  in de r  E r w a r t u n g ,  

dab  n u n m e h r  s eh r  s chne l l  d ie  G r e n z w e r t e  e r r e i ch t  se in  w e r d e n .  

1 Biochem. Zeitschr., 61, 458 (1914). 
e Berl. Ber., 47, 1084 (1914); Mon. f. Chem., 36, 853 (1915). 



Methylierung der Eiweil3stoffe. 275  

Dies ist in bezug auf den Gehalt an CH 3 am Stickstoff fast 

vollkommen der Fall und auch der Gehalt an OCH a steht nut  

noch sehr wenig zurtick. Die mit methylalkoholischer Substanz 
behandel te  Wolle ( 3 " 8 0 %  OCH a und 1 " 4 9 %  CH a am N) er- 

gab nach einmaliger Behandlung mit Diazomethan 4" 38 ~ OCHa 

und 5"27~ CH a am N. 
Um nun zu der Klasse der alkohollSslichen Eiweil3kSrper 

/.iberzugehen, so ist aus dem fi'tiher Gesagten bereits ersicht- 

lich, dab Zein in bezug auf die Methylierbarkeit  am Sauerstoff 
bei der Behandlung mit Diazomethan viel widerstandsf/ihiger 

ist als Gliadin, daft aber in beiden F/illen gleichm~.13ig die 

normalen Grenzwerte  fib" CH a am N nicht erreicht werden 

konnten. 
Wie die folgenden Versuche zeigen, nehmen die beiden 

alkohollSslichen Eiweil3kSrper auch insofern eine Ausnahms- 

stellung ein, als die gefundenen Esterzahlen die grSl3ten bis 

jetzt  beobachteten darstellen. So konnte beim Zein nach zehn- 

st/_indigem Kochen mit einprozentiger  methylalkoholischer Salz- 
s/iure die Esterzahl 6" 1 8 %  OCH a erhalten werden. Bei einem 
zweiten, neuerdings dargestellten Zein war die Esterzahl  

5 " 4 7 ~  a. Die Zahl ffir CH 3 am N hielt sich in den ftir 
Zein selbst ermittelten Grenzwerten. Die beiden mit methylalko- 

holischer Salzs/iurebehandelten Zeinprg.parate ergaben,mit Diazo t 

"nethan behandelt, Produkte,  welche eine noch hShere Meth- 

oxylzahl !ieferten, wg.hrend der Gehalt an CH a am N den Grenz- 

wert  erreicht, welcher  oben f/.tr das Zein bei der Behandlung 

mit Diazomethan angegeben wurde. Das Zein mit der Ester- 
zahl 6" t8 lieferte bei der Behandlung mit Diazomethan ein 

Produkt mit 8"26, w/ihrend das mit der Esterzahl  5"47 bei 

der gleichen Behandlung ein Prttparat yon 7"02~ OCHa gab. 
CH a am N war 2"880/0 . Es lag nahe, diese bemerkenswer ten  
Eigenschaften m it dem Gehalt an Glutaminstiure ~ in Zusammen-  

hang zu bringen. Man konnte daher vermuten, dab das Gliadin, 
welches bekanntermaf3en mehr Glutaminsg.ure enth~ilt als das 

Das nach O s b o r n e  vorhandene Olutamin kann mSglicherweise dutch 
die Einwirkung der methylalkoholisehen Sa!zsiiure in die S~ure riickver- 
wandeIt werden. 
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Zein, 1 dieses Verhalten noch inn st/trkeren Ma!3e zeigen wi:'d. 

In der Tat lieferte das  Gliadin mit r methyl- 

alkoholischer Salzs~iure eine etwas hbhere Esterzahl als Zein. 

Es sind aber aul3erdem weitere Beobachtungen gemacht 
worden, wetche dahin zu deuten siad, dab bei dieser gelinden 

Einwirkung bereits eine schwache hydrolytische Spaltung vor 

sich zu gehen scheint. 
Bei der Diskussion unserer ursprtinglichen Resultate 

haben wir 2 geltend gemacht, daft die Eim~;irkung yon alkoho- 

lischen Sii.uren anscheinend eine sehr gelinde ist und dab die 

vom Eiweif3 abfiltrierte Flfissigkeit nicht oder nur sehr wenig 

gef/irbt ist, daf3 das Eiweil3 setbst hie gelb ist, sondern weil3 

bleibt und daft auf3erdem bei den daraufhin quantitativ ver- 

folgten Darstelhmgen ein sehr geringer Gewichtsverlust zu 

verzeichnen i s t . . l a  es wurde sogar einmai eine geringe Ge- 
wichtszunahme beobachtet. Alle diese Tatsachen sind nun ftir 
das Gliadin nicht mehr zutreffend. 

Schon bei der Behandlung mit dinprozentiger methyl- 

alkoholischer Salzstiure ist eine schwache, abet doch deut- 

liche Fiirbung zu beobachten, aul3erdem bleibt die Substanz 

nicht ungelbst, sondern sie geht zum Tell in LSsung. Aus 

dieser Lbsung ltif3t sich durch .Ather noch ein geringer Teii 

ausf/illen, w/ihrend der nicht f/illbare Rest erst durch Abdunsten 

im Vakuum gewonnen werden kann. Versuche, die Menge 

dieser Fraktion quantitativ zu ermitteln, zeigten, dab es sehr 

schwer ist, auch bei sehr vorsichtigem Arbeiten tiberein- 
stimmende Resultate zu erhalten. Als feststehend kann abet 

bezeichnet werden, dab das Gliadin, wie schon erw/ihnt, eine 
hbhere Esterzahl liefert und dal3 in der alkohollSslichen, mit 
Ather f~.llbaren Substanz in der Regel eine gleich hohe, bis- 

weilen sogar eine etwas htShere Esterzahl nachgewiesen 
werden kann. So z. B. ergab in einem Fal[e das ungelSste 
Produkt 6 " 7 8 %  OCH3, das gel6ste, mit Ather gef/illte 

7"09~ OCH~. Das unl6sliche Produkt mit dem Gehalt yon 

1 Zein nach O s b o r n e  26"20:' 0 Glutamins~ure,  Gliadin nach O s b o r n e  

43 '  70/o Glutamins~iure. 
-9 L. c. 
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d" 78% OCH a lieferte, mit Diazomethan behandelt, ein Produkt 
mit 9"19~ OCH a und 2"650/0 CH a am N. 

Die Steigerung des Methoxylgeha!tes bei dem mit methyl- 
a!koholischer Salzs~iure behandeIten Zein und Gliadin durch 
Einwirkung von Diazomethan ist wohl kaum ganz auf Rech- 
hung vorhandener gegen die Wirkung der methylalkohoIischen 
Salzs~iure indifferenter phenolischer Hydroxylgruppen zu setzen. 

Eine unvollkommene Veresterung, beziehungsweise eine 
\Viederverseifung muff jedenfalls zur Erkl~rung herangezogen 
werden, aber diese k6nnte ebensogut beim hydrolysierten wie 
beim nichthydrolysierten Tell stattfinden. Diese Tatsache a!lein 
mul~ also nicht unbedingt im Sinne einer eingetretenen SpaI- 
tung gedeutet werden. Wie oben erwghnt, sind abet ffir die 
partielle HydroIyse schon bei der Reaktion einer einprozentigen 
methylalkoholischen Salzsiiure andere deutliche Anzeichen 
vorhanden. Noch viel auffallender treten sie auf, wenn man 
zur Einwirkung der dreiprozentigen methylalkoholischen Salz- 
sgure tibergeht. Auch hier haben wit bei parallelen Versuchen 
zur quantitativen Bestimmung der einzelnen Fraktionen keine 
brauchbare l~)'bereinstimmung der Zahlen erzielen k6nnen, weii 
immer eine gewisse Menge von Substanz im Kolben haften 
blieb, welche sich nicht entfernen liel3. Immerhin konnten wir 
konstatieren, dal~ die Summe des unge16sten und des mit 
.S~ther geftillten Produktes kaum die H~lfte der ursprtinglichen 
Substanz ausmacht, so dab also jedenfalls die H/ilfte des Aus- 
gangsmaterials bereits als hydro!ysiert anzusehen w/ire. Andre> 
seits liefern die mit dreiprozentiger methylalkoholischer Salz- 
siiure erhaltenen Produkte nahezu den gleichen Methoxyl- 
gehalt wie die oben erwtihnten mit einprozentiger methyl- 
alkoholischer Salzsiiure dargestellten. Wit erhielten z. B. bei 
zwei unlOslichen Produkten 6"37 und 7"34~ OCH~ und 8"57, 
beziehungsweise 9 ' 6 8 %  OCH a b e i  den mit .Ather gef~illten 
Produkten. 

Um uns ein beil~iufiges Urteil fiber den Grad der Spal- 
tung zu verschaffen, ist loei einem Versuche mit dreiprozentiger 
methylalkoholischer Salzs/iure nicht nur das Ungel6ste und 
das mit Ather Gef~illte, sondern auch der sirupSse Rtickstand 
untersucht worden. Wghrend die beiden ersten Produkte bei 
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100 ~ zur Gewichtskonstanz \getrocknet wurden, konnte der 
Rt~ckstand nur im Vakuum getrocknet zur Analyse gebracht 
werden. Dabei ergab sich das Resultat, daft der Rtickstand 
keine grS13ere Esterzahl lieferte als die beiden anderen Frak- 
tionen. Es wurden beim UngelSsten 6"37% OCH3, beim 
GelSsten und Gef/illten 5"57~ beim Rticktand, der 
selbstverst/indlich als salzsaures Salz eines Esters betrachtet 
werden muff, 6"54~ CH 3 erhalten. In der Erwartung, daf3 
hier bereits eine sehr vorgeschrittene Hydrotyse vorliegt und 
daft die in Betracht kommenden Aminos/iuren sich normal 
verhalten werden, haben wit im Rtickstand eine vieI hShere 
Methoxylzahl erwartet. 

Aus dem geringen Methoxylgehalt konnte man den Schlul3 
ziehen, daf3 die Hydrolyse noch eine unvoltst/indige wS, re. 
Atlerdings muff auch die MSglichkeit ber~'tcksichtigt werden, 
daft eine unvollkommene Veresterung der gebildeten Amino- 
s~.uren stattgefunden haben kSnnte. 

Direkte Versuche haben nun tats/ichlich gezeigt, daf3 die 
Glutamins/iure gegen die Einwirkung yon methylalkoholischer 
Salzs/iure ziemlich resistent ist und daf3 sie sich ganz be- 
sonders empfindlich gegen die Menge der zur Anwendung 
kommenden Salzs~iure erweist. Bei Anwendung von 50 c~  '~ 
der dreiprozentigen methylalkoholischen Salzs/iure auf 3 g  
Glutamins/iure erhielten wir nach dem Abdestillieren im 
Vakuum einen Sirup, welcher vakuumtrocken nut 4"22% 
OCH 3 enthielt, wS.hrend das Chlorhydrat des sauren Esters 
der Glutaminsiiure 15"69~ verlangt. Diese auffallende 
Tatsache bewog uns, den Versuch zu wiederholen. 

Das Result, at des zweiten Versuches mit der gleichen 
Menge war ein Produkt von dem Gehalt von 4"80% OCHa. 
Naeh dem Koehen der gleiehen Menge mit 150cr ~ dreipro- 
zentiger methylalkoholischer Salzs/iure wurde die Methoxyl- 
zahl des Chlorhydrats des sauren Esters  erreicht. (Gefunden 
15"20% OCH3, berechnet 15"69% OCH~) und diese Zahl ist 
bei Anwendung von 300 cm 3 der dreiprozentigen methylalkoho- 
tischen Salzsg.ure auf die gleiche Menge der Glutamins/iure 
nut um ein Geringes tiberschritten worden (gefunden 17"82% 
OCHs). Es ist daher wegen des abnormalen Verhaltens der 
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Glutamins/iure trotz des geringen Methoxytgehaltes des Rtick- 
standes beim Gliadin die M6glichkeit vorhanden, dab die 
Hydrolyse ziemlich weit vorgeschritten war. 

Auch gegen die Einwirkung von Diazomethan ist die 
Glutamins~iure merkwtirdig widerstandsf~ihig. Mit einem I21ber- 
schul3 yon Diazomethan durch 24 Stunden behandelt, ergab 
sie ein Produkt mit 5"58% OCH~, also einem Bruchteil des 
Gehaltes des sauren Methylesters. 

Das Verhalten der Aminos/iuren gegen die oben er- 
w~ihnten Agentien betreffend, sei erw/ihnt, dal3 ausgedehnte, 
noch nicht publizierte Versuche des im Felde befindliehen 
Herrn S c h u s t e r  1 gezeigt haben, dab sich viele Aminos~iuren 
gegen Diazomethan ziemlich normai verhalten. Es sind abet 
auch ganz merkwtirdige, vorl~iufig nicht aufgeklttrte Aus- 
nahmen beobachtet worden. In bezug auf das Verhalten gegen 
methylalkoholische Salzs/iure sind in der Literatur Beob- 
achtungen vorhanden, welche auf die leichte Methylierbarkeit 
auch mit verd/hmten alkoholischen Minerals/iuren hinweisen. 
Daneben sind auch in einzelnen F/illen gegenteilige Erfahrungen 
zu verzeichnen. Nach eigenen Versuchen k6nnen wir mit- 
teilen, daft beispielsweise Leucin normal reagiert. 1 g Leucin 
mit 100c~ ~ einer einprozentigen methylalkoholischen Salz- 
s~iure gekocht, lieferte ein Produkt v o n d e r  Esterzahl 14"40, 
mit 150cm ~ einer dreiprozentigen methylalkoholischen Salz- 
s~iure 16"56, wtihrend die salzsaure Verbindung des Methyl- 
esters 17"08 erfordert. 

Aus dem oben Erw~hnten folgt, dab durch die Be- 
stimmung des Methoxy!gehaltes allein eine Entscheidung tiber 
den Grad der Hydrolyse nicht m6glich ist. 

Nachdem andrerseits fflr die Bestimmung des Aminos~iure- 
stickstoffes nach van S l y k e  oder StSrensen nicht mehr 
gen['~gend Material vorhanden war, muff die Untersuchung bis 

Ein Teil der Resultate erscheint bereits in der Publikation yon 
H e r z i g  und L a n d s t e i n e r  (Einlauf 10. Miirz i914) vori~iufig angezeigt. 
Sparer (Einlauf 21. April 1914) sind dann zum TeiI widersprechende Beob- 
achtungen yon G e a k e  und N i e r e n s t e i n  (Zeitschr. f. physiol. Chem., 92, i49 
[1914]) mitgeteilt worden. 
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auf den Moment verschoben werden, wo die Beschaffung einer 
gr613eren Menge Gliadin m/3glich sein wird. 

Die Frage, ob bei der Veresterung yon Proteinen und 
Polypeptiden nicht auch gleichzeitig Hydrolyse eintritt, ist in 
der Literatur schon diskutiert und je nach der Natur des 
untersuchten Produktes und der Methode des Autors 1 ver- 
schieden beantwortet worden. Es scheinen Verh/iltnisse in 
Betracht zu kommen, die yon Fall zu Fall sehr verschieden 
ins Gewicht fallen und auch sehr geringe Spuren Wasser 
scheinen eine bedeutende Rolle spielen zu k6nnen. Immer- 
bin sind Esterifizierungen ohne jede Hydrolyse bei der Ein- 
wirkung von mit Salzs/Lure ges~.ttigtem Alkohol, zum Teil 
sogar in der Wtirme, als konstatiert zu betrachten. Mit Rtick- 
sicht hierauf waren wir daher bei der starken Verdtinnung 
der in Anwendung gebrachten Salzs/iure (l~ wohl berechtigt, 
keine Hydrolyse zu erwarten, zumal bei den frtiheren Ver- 
suchen (z. B. beim Seidenfibroin und bei der Wolle) keine 
Anzeichen hierf/fir zu beobachten waren. Allerdings ist andrer- 
seits zu berticksicbtigen, daft die zitierten Autoren mit AthyI- 
alkohol gearbeitet haben, w/ihrend wir aus praktischen Grtinden 
Methylalkohol in Anwendung brachten. Mit Rticksicht auf 
diese Umst/inde erachten wir es daher ftir notwendig, zu er- 
w/thnen, dal3 wit beim Beginn unserer Versuche keine beson- 
deren Vorsichtsmal3regeln gegen Feuchtigkeit angewendet 
haben und dab wit auch spfiterhin dabei verblieben sind, 
damit vergleichbare Resultate erhalten werden k/Snnten. Wir 
haben mit Methylalkohol (Kahlbaum I.) gearbeitet und die 
Salzstiure wurde zum Zwecke des Trocknens dutch Schwefel- 
s~iure geleitet. Beim Kochen ist kein Chlorkalziumrohr vor- 
gelegt worden. 

Als Vorbereitung ftir weitere /ihnliche Untersuchungen 
sind wit zum Studium der diesbeztiglichen Verh/iltnisse 
bei Witte-Pepton tibergegangen. Es m/Sge vorerst daran 
erinnert werden, dab nach den yon uns bereits publizierten 
Beobachtungen das Witte-Pepton bei der Methylierung mit 

1 Br. O. P r i b r a m ,  Zeitsehr. f. physiol. Chem., 21, 472 (i911). A b d e r -  
h a r d e n  und H a n s l i a n ,  Zeitschr. f. physiol. Chem., ZZ~ 285 (1912). 
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Diazomethan in bezug auf den Gehalt an OCH a sich ziemlich 

normal verh/ilt und dal3 hingegen der Gehalt an CH a am N 

merkbar hSher ist als der der Eiweil3stoffe. Bei der Behand- 

lung des Witte-Peptons mit methylalkoholischer Salzs/iure 

sind die Erscheinungen ziemlich /Lhnlicb, wie sie oben beim 

Gliadin besehrieben wurden, mit dem Untersehiede, daf3 s i e  

beim Witte-Pepton noch etwas deutlicher auftreten. Schon bei 

der Einwirkung yon 1 5 0 c m '  einer einprozentigen methyl- 

alkoholischen Salzsgure auf 5,~ Witte-Pepton gehen 2 g  Sub- 

stanz in LSsung, welche nur zu einem sehr geringen Tel! 

dureh Zusatz yon 5 ther  gef/illt werden kSnnen. Die Resultate 

der Methoxylbest immungen der Substanzen, welche bei diesen 

Versuchen erhalten wurden, mSgen hier folgen. 

Bezeichnung UngelSst 
GelS st ] Rtickstand 

und mitAther ] im Vakuum 
gef~illt ! getrocknet 

5 g" Witte-Pepton mit 
150 cln a einprozentiger 

methyla!koholischer 
SalzsiLure 10 Stunden 

I. Versuch 
5' 9 lO/00CH 3 

II. Versuch 
5" 900/00CH 3 

6" 200/00CH 3 10' 100/00CH a 

9"43'~/o OCH a 

Ein sehr merkwtirdiges und noch unerkl/irliches Re- 

sultat ergibt sich, wenn man die Konzentration der Saizs/iure 

steigert. Die Menge der geiSsten, mit 5 ther  nicht mehr fiill- 

baren Substanz steigt, abet  auffallenderweise geht parallel 

damit eine Verminderung des Methoxylgehaltes dieses 15slichen 

Teiles einher. Die erhaltenen Zahlen waren folgende: 

Bezeichnung 

5 2" Witte-Pepton mit 
150 cm 8 dreiprozentiger 

methylalkoholischer 
Salzs~iure 10 Stunden 

Ungel6st 

I. Versuch 
5" 61O/o OCH 3 

II. Versuch 
5' 78O/o OCH 3 

GelSst 
und mit .:~ther 

gefNIt 

Rtickstand 
im Vakuum 
getrocknet 

i "93O/o OCH 3 

2"09 o/o OCH 3 
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Das gel6ste, mit ~_ther gefiillte Produkt war in diesem 
Falie so gering, dab keine Bestimmung gemacht werden 
konnte. Die Differenz des Methoxylgehaltes des Riickstandes 
gegen den gleichen Gehalt bei Anwendung einer einprozentigen 
methylalkoholischen Salzs~iure ist nicht immer so groB wie in 
den beiden angeffihrten F/illen. Es m6gen noch zwei Bestim- 
mungen erw/ihnt werden, we!che ausgeftihrt wurden und 
5"25~ beziehungsweise 4"81% OCH 8 ergeben haben. 

Immerhin ist auch in diesen beiden F/illen die merk- 
wtirdige Tatsache zu konstatieren, daft bei Anwendung einer 
konzentrierteren Salzs~iure der Methoxylgehalt des Rtickstandes 
sehr merklich sinkt. Mit Rficksicht auf die st/trkere hydro- 
lytische Spaltung h~itte man eine hShere Methoxylzaht erwarten 
k/Snnen. Eine Erklgrung ffir diese Erscheinung ist vorl~iufig 
sehr schwer zu geben, weil fiber das entsprechende Verhalten 
der in Betracht kommenden Aminos/iuren noch sehr wenig 
bekannt ist. Wir haben durch die Bestimmung des Gesamt- 
stickstoffes nach K j e l d a h l  und des Aminos~iurestickstoffes 
nach S S r e n s e n  uns ein ungef/ihres Bild fiber den Grad der 
Hydrolyse, die hier vorliegt, zu machen gesucht. In den beiden 
durch Anwendung von 150 c m  ~ dreiprozentiger methylalkoho- 
lischer Salzs~iure erhaltenen Rficksfiinde mit 1 "93 und 2"09% 
OCH a wurde der Gesamtstickstoff und der Aminos~turestick- 
stoff bestimmt. 

Das Resultat ist folgendes: 

Methoxylgehalt 

1 "930/0 

2 '09 

N nach K j e l d a h l  

9'  070/0 

9 '45 

Aminos~iure N nach 
S b r e n s e n  

9" 000/o 

9 "42 

Hieraus ist der Schlul3 zu ziehen, daft bei diesen Opera- 
tionen die Hydrolyse bis zu den letzten Bausteinen der Eiweit3- 
k/Srper vorgeschritten war. 

Die gleichen Bestimmungen bei den Rfickst/inden, welche 
durch die Anwendung yon einprozentiger methylalkoholischer 
Salzs~ture erhalten wurden, ergaben folgendes Resultat: 

# 
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AminosEure N nach Methoxyigehalt N nach K j e l d a h l  
S S r e n s e n  

9' 140/0 

10'lO 

10' 000/0 

11'17 

8" 360/0 

8 '74 

Entsprechend der geringen Konzentration der S/iure 1st 
also die Hydrolyse in diesem Falle nicht vollst/indig und es 
ist jedenfalls noch ein Tell als Zwischenprodukt vorhanden. 
Mit der Annahme einer leichteren Atherifizierbarkeit dieser 
Substanzen im Vergleieh zu den einfachen Aminos/iuren kSnnte 
der h~Jhere Methoxylgehalt dieser Rtickst/inde erkl/irt werden. 
Ein Urteil fiber die Berechtigung einer derartigen Annahme 
iiberhaupt und ob sie gentigt, die Differenz im Methoxylgehalt 
ganz zu erkl~.ren, ist vorl/iufig schwer zu f/illen. 

Von allgemeinen Gesichtspunkten ausgehend, ist ent- 
sprechend den Betrachtungen von W e g s c h e i d e r  1 anzu- 
nehmen, daft die Wiederverseifung der gebildeten Ester min- 
destens zum Tell durch das bei der Reaktion zwischen 
der Salzs/iure und dem Alkohol entstehende Wasser be- 
wirkt wird. Es soll abet hervorgehoben werden, daft unsere 
Versuche urspriinglich ein ganz anderes Ziel verfolgten und 
dai3 sie daher i'n der ftir die Beantwortung dieser Fragen 
wichtig gewordenen Richtung mit prinzipiellen Fehlern behaftet 
sind. So haben wir, wie schon erw/ihnt, beispielsweise die 
Anwesenheit des Wassers nicht mit gentigender Sorgfalt ver- 
mieden. Obwohl nun bei der Glutamins~iure und beim Leucin 
dieser Umstand nach unseren oben mitgeteilten Versuchen 
keine bedeutende Wirkung ausgetibt hat, k/Snnte er trotzdem 
bei anderen Substanzen yon ausschlaggebender Bedeutung 
werden. Auch in anderer Richtung mtil3ten die Versuche dem 
neuen Zwecke angepaI3t werden. Es ist aber fraglich, ob ff'tr 
das Studium derartiger komplizierter Verh/iltnisse das Objekt 
selbst nicht zu wenig einheitlich w/ire. Auf jeden Fall m/.'tf~te 
die entsprechende, systematische, genaue Untersuchung der 
einschl/igigen Aminosfiuren vorangehen. 

1 Monatsh. f. Chem., 36, 682 (1915). 
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Eine einwandfreie Erkl/irung ffir die Tatsache,- dab die 
bei der Anwendung st/irkerer S/iuren auftretenden Spaltpro- 
dukte weniger methyliert erscheinen, ist also vorI/iufig nicht 
m6glich. 

Als sicheres Resultat ist nur die Erkenntnis zu bezeichnen, 
dab bei den alkoholl6slichen Eiweil3stoffen der Getreidearten 
und beim Witte-Pepton auch bei Anwendung einer sehr ver- 
dtinnten methylalkoholischen Salzs/iure eine sehr bemerkens- 
werte Hydrolyse stattfindet. Demgegeniiber erscheint es uns 
nach wie vor nicht unwahrscheinlich, dal3 in anderen bisher 
untersuchten Fiillen die tiydrolyse so gering ist, dab sie 
praktisch vernachl/issigt werden kann. 

Diese Arbeit ist mit Hilfe einer Subvention der Kaiserl. 
Akademie der Wissenschaften ausgeftilnrt worden. 


