Uber die Methylierung der Eiweifistoffe

Von

J. Herzig, k. M. K. Akad,, und Karl Landsteiner
Aus dem 1. Chemischen Laboratorium der k. k. Universitdt in Wien

(Vorgelegt in der Sitzung am 10. Janner 1918)

I. Einwirkung von Diazomethan.!

Die seinerzeit von uns? publizierten Versuche tber
die Methylierung von Eiweifistoffen mittels Diazomethan er-
gaben, dal die einzelnen Korperklassen (Proteine, Protamine,
Peptone) sich voneinander in bezug auf ihre Methylier-
barkeit bis zu einem gewissen Grade unterscheiden, dafi aber
innerhalb dieser Gruppen, so verschieden sich die Verbindungen
auch sonst verhalten mdgen, in bezug auf die Menge der
sowohl am Sauerstoff als auch am Stickstoff aufgenommenen
Gruppen sich nur geringe Unterschiede nachweisen lassen.
Die Werte fiir OCH,; bewegten sich bei den untersuchten
Proteinen (Kasein, Gelatine, Serumeiweiff vom Pferd, Edestin
und Seidenfibroin) innerhalb der Grenzen 3:68 und 4-869/,
OCH;, fur CH; am Stickstoff (wenn man vom Seidenfibroin
absieht) innerhalb 3-72 und 5-349/, CH,. Beim Seidenfibroin
ergab sich fiir Methylimid eine viel geringere Zahl, wobei
allerdings zu bemerken war, daff die Bestimmung schon nach
einmaligem Behandeln mit Diazomethan ausgefiihrt worden
war. Bei einer weiteren Untersuchung zeigte es sich, daf in

I Die experimentellen Tatsachen sind von Herrn F. Zipperer und

Frl. M. Quittner ermittelt worden.
2 Biochem. Zeitschr., 61, 458 (1914).
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der Tat der beim Seidenfibroin mit 2° 779/, seinerzeit gefundene
Wert fiir CH, am N einen Grenzwert darstellt, da nach sechs-
maliger weiterer Behandlung mit Diazomethan wieder nur
2-919/, gefunden wurden und dieser Wert auch bei weiterer
sechsmaliger Behandlung nur 2-799, betrug. Der Wert fir
CH, am N ist also konstant geblieben, und zwar merklich
kleiner als bei den anderen Proteinen. Bei dieser intensiven
Behandlung ist auflerdem die Zahl fiir OCH, von 4-22 auf
4-80 beziehungsweise 4°93°/, OCH, gestiegen.

Im Anschlusse hieran ist dann auch Wolle einem ge-
nauen Studium unterworfen worden. Dieses Produkt ist uns
von Hofrat Suida gilitigst liberlassen worden und war voll-
kommen entfettet und appreturfrei. Es war dasselbe Material,
welches er seinerzeit! fiir seine ausgedehnten Untersuchungen
verwendet hat. Die Wolle zeigte sich merkwiirdigerweise gegen
Diazomethan viel resistenter als die bisher untersuchten Stoffe
dieser Korperklasse. Trotzdem konnten aber bei wiederholter
Behandlung die bisher beobachteten Grenzwerte erhalten, ja
zum Teil ein wenig Uberschritten werden. Der Gang der Re-
aktion soll aus folgender Zusammenstellung ersichtlich werden:

I Nach zweimaliger Behandlung war der Gehalt 1-760,, OCH, und
3:090/, CHy am N.
II. Nach weiterer zweimaliger Behandlung war der Gehalt 3130/, OCH;
und 4000/, CHy am N.
III. Nach weiterer zweimaliger Behandlung war der Gehait 3-400/, OCHj
und 4740/, CHy am N.
IV, Nach weiterer zweimaliger Behandlung war der Gehalt 4-500,, OCHj
und 5°169/; CHy am N.

, Schliefitich wurden nach weiterer zehnmaliger Behand-
lung Daten erhalten, welche wohl sehr wahrscheinlich die
eigentlichen Grenzwerte darstellen, und zwar 5899/, OCH,
und 6-28¢%, CH, am N.

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

1 Mon. f. Chem., 25, 1107 (1904); 26, 413 und 855 (1905); 27, 225
und 1193 (1906).



o
=1
s

Metbylierung der Eiweifistoffe.

stoffen iibergeg'angen, und zwar der alkohollgslichen
Eiweifistoffe der Getreidearten. Fir die Wahl dieser
Koérper war hauptsidchlich der Umstand mafigebend, dafl sie
in bezug auf die Bausteine zu den bestaufgekldrten Substanzen
der Eiweifigruppe gehdren. So kennt man nach Osborne
beim Gliadin aus Weizen 8389/, beim Zein aus Mais 8549/,
an Spaltprodukten. Das Studium dieser EiweiBistoffe wurde
durch die Kriegsverhdltnisse sehr behindert, indem beispiels-
weise beim Zein sich aus Mangel an Material sehr bald die
Unmoglichkeit weiterer Versuche ergab. Es war aber moglich,
eine groflere Partie Gliadin aus Weizen herzustellen, so daf
diese Verbindung etwas genauer untersucht werden konnte.
Das Gliadin wurde nach der Methode von Abderhalden!
dargestellt, welche eine qualitativ und quantitativ befriedigende
Ausbeute liefert.

Was zunéchst die gemeinsamen Eigenschaften des Zeins
und Gliadins betrifft, so ist zu erwéhnen, daffi beiden Sub-
stanzen offenbar eine, wenn auch geringe Tendenz zur Ver-
esterung beim Behandeln mit Alkohol allein ohne jeglichen
Zusatz einer Mineralsdure zuzukommen scheint. Infolgedessen
war in der Regel schon bei den Eiweifikérpern selbst ein
hoherer Methoxylgehalt (1 bis 1-49%/) als bei anderen Proteinen
zu Kkonstatieren. Auch in bezug auf CH; am N waren die
Werte bei beiden Substanzen etwas hoher als gewohnlich.
Die Zahlen lagen zwischen 1-14 und 2-269/,. Gegen Diazo-
methan erweist sich das Zein ziemlich resistent, wihrend das
Gliadin rasch die Maximalzahlen erreichen lieB. Es soll nun-
mehr der Gang der einzelnen Reaktionen angegeben werden,

Zein mit Diazomethan in dHtherischer Lésung bis zum
Verschwinden desselben behandelt, lieferte ein Prdparat, das
1-98°, OCH, und 2849/, CH, am N enthiclt. Diese Ein-
wirkung wurde genau in derselben Weise viermal wiederholt,
ohne dafl sich eine erhebliche Steigerung des Wertes fiir
CH; am Stickstoff eingestellt hitte. (Gefunden 3-179/, OCH,
und 2-92%, CH,; am N,

1 Abderhalden, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden. II. Band.
p. 321 (1910).
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Da das Zein sehr hart war und sich sehr schwer zer-
kleinern lieB3, konnte man als Ursache fiir die Trégheit der
Reaktion an rein mechanische Momente, ndmlich das Nicht-
eindringen der Flissigkeit, denken. Das bereits teilweise
methylierte Zein (3-17°/, OCH, und 2-92°, CH, am N)
wurde daher in viel Methylalkoho!l geldst, mit Diazomethan
behandelt und die nach dem Abdestillieren des Athers und
Alkohols im Vakuum getrocknete Masse bei 100° bis zur
Konstanz getrocknet und analysiert. Gefunden 4-17%/, OCH;,
und 2-84°/, CH, am Stickstoff.

Betrachten wir unsere Versuchsreihe:

L 1-980/, OCH;, 2-840/; CHy am N
II. 3:179/, OCH,, 2-920/, CH; am N
UL 4-170/; OCHg, 2°840/; CHy am N

im Zusammenhang, so ist jedenfalls eine ziemliche Resistenz
gegen die Methylierbarkeit am Sauerstoff zu konstatieren und
auBerdem weichen die fiir CH, am N erzielten Grenzwerte
deutlich von der Norm ab.

Demgegeniiber hat Gliadin schon nach einmaliger Behand-
lung den gewbdhnlichen Grenzwert bereits etwas iiberschritten
und liefert bei der weiteren Behandlung die hochste bis jetzt
bei den Eiweifistoffen erzielte Methoxylzahl. Das CH;, am N
betreffend, verhdlt sich Gliadin genau so wie Zein und sind
die erreichten Grenzwerte nahezu identisch (2°84 und 2-569,
CH; am N).

Gliadin, mit einem Uberschuf von Diazomethan behandelt,
liefert ein Produkt,- welches folgende Zahlen gibt:

I. Nach einmaliger Behandlung 5°930, OCH3 und 1-750, CHy am N.
II. » neuerlicher » 5-68 » » 2-13 >y >
7

111. » » » 06 » » 2+56 » > »

Um die einfachen Methylierungen mit Diazomethan zu
erledigen, soll noch eines Versuches gedacht werden, den wir
mit nichtkoaguliertem Serumeiweifi vom Pferd ausgefiihrt
haben. Das nichtkoagulierte Eiweifl verhielt sich ganz &hnlich
dem bisher untersuchten koagulierten Produkt.
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II. Die Einwirkung von methylalkoholischer Salzsiure.!

Im Anschlufi an die von uns? publizierten Versuche ist’
parallel mit der Einwirkung von Diazomethan auch das Studium
der Realktion von Methylalkohol und Salzsdure auf die eben
abgehandelten Substanzen unternommen worden. Was die Aus-
fihrung der nun folgenden Versuche betrifft, so soll erwidhnt
sein, dafl wir einer noch nicht publizierten Versuchsreihe
Zipperer's folgend, immer mit einprozentiger methylalkoho-
lischer Salzsdure durch 10 Stunden am Riickflufkithler gekocht
haben.

In dieser Art behandelt, lieferte das Seidenfibroin nach
dem Trocknen bei 100° 1-229/ OCH,. Bei einer Wieder-
holung des Versuches war die Esterzahl® 1-40%/, OCH,. Der
Wert flir CH; am Stickstoff lag wie bei allen bisherigen Ver-
suchen mit alkoholischer S#ure innerhalb der bekannten
Grenzen fiir die unverdnderten Proteine, so dafi die Tatsache
als feststehend zu betrachten ist, dafi bei der Einwirkung von
alkoholischer Sdure keine nennenswerte Alkylierung am Stick-
stoff stattfindet. Das Seidenfibroin zeigt also ein eigenartiges
Verhalten, da es die geringste bis jetzt beobachtete Esterzahl
ergeben hat. Nun war allerdings wegen des hohen Tyrosin-
gehaltes eine von der Atherzahl abweichende Esterzahl zu
‘erwarten, aber die Differenz ist so grof, daf sie durch den
Tyrosingehalt allein nicht erkldrt werden kann. Das Priparat
mit 1229/, OCH, liefert schon nach einmaliger Behandlung mit
Diazomethan nahezu die im friiheren Kapitel fiir das Seiden-
fibroin angegebenen Werte flir OCH, und CH, am N.

Im Gegensatz zum Seidenfibroin zeigt die Wolle ein
ziemlich normales Verhalten, indem nach der Behandlung mit
Methylalkoho! und Salzsdure die Analyse der bei 100° ge-
trockneten Substanz folgende Zahlen gab:

3800/, OCH, und 1-490/; CH, am Stickstoff.

1 Bearbeitet von F, Zipperer und M. Quittner,

2 Biochem. Zeitschr., 61, 458 (1914).

3 Der Einfachheit halber moge die mit Diazomethan erhaltene Methoxyl-
zahl, wenn auch nicht ganz korrekt, als Atherzahl, die mit methylalkoho-
lischer Salzsiure erlangte als Esterzahl bezeichnet werden.

Chemie-Heft Nr. 5. 18
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Bei dieser Gelegenheit soll einer von den vielen Fillen
namhaft gemacht werden, wobei die voh uns gewdhnlich be-
nutzte Methode! mit der nach Kirpal und Biihn? verglichen
worden ist. Nach Kirpal wurde bei der eben erwdhnten
Substanz (3-80%/, OCH; und 1-499%, CH,; am N) gefunden:

I 4°110/; OCHs und 1°220/, CHy am N.
II. 3-890/, OCH und 1-220/, CHy am N.

Die Ubereinstimmung 148t, wie auch bei allen anderen
nicht direkt angefithrten Versuchen, nichts zu wiinschen tibrig.
Die Esterzahl der Wolle entspricht demnach der Esterzahl
der anderen Eiweiflkdrper. Demgegeniliber erwies sich die
Wolle, wie schon oben erwihnt, gegen die Einwirkung von
Diazomethan ziemlich resistent, obwohl allerdings bei der sehr
intensiven Behandlung die {iblichen Grenzwerte erlangt werden
konnten.

Diese Resistenz gegen Diazomethan zum Unterschied
gegen methylalkoholische Salzsdure konnte auch durch die
physikalische Struktur der Wolle bedingt sein. Herr Dozent
Dr. Wasicky hatte die Giite, die Wolle in dieser Richtung
mikroskopisch zu untersuchen. Er teilte uns hieriiber folgendes
mit:

»Die Bezeichnung war:

A = Wolle mit methylalkoholischer HCl behandelt.
B == Wolle mit Methylalkohol allein behandelt.
C = urspriingliche Wolle von Suida.

Im mikroskopischen Bild unterscheidet sich die Wolle 4 von C darin,
daf} die einzelnen Haare gequollen erscheinen, und zwar auf Kosten der
Faserschicht. Es macht den Eindruck, als sei in die Faserschicht die L&sung
einer Substanz eingetreten und dadurch sogar Mazeration erfolgt. Mechanisch
wurde dann auch dadurch an vielen Stellen die Kutikala lddiert. Die Wolle B
zeigte ein #hnliches Bild, aber nicht so weit vorgeschrittenc.

Wir haben mit Riicksicht auf diesen Befund die mit methyl-
alkoholischer Salzsdure behandelte Wolle der weiteren Ein-
wirkung von Diazomethan unterworfen, in der Erwartung,
daB nunmehr sehr schnell die Grenzwerte erreicht sein werden.

1 Biochem. Zeitschr., 61, 458 (1914).
2 Berl. Ber., 47, 1084 (1914); Mon. f. Chem., 36, 853 (1915).
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Dies ist in bezug auf den Gehalt an CH, am Stickstoff fast
vollkommen der Fall und auch der Gehalt an OCH, steht nur
noch sehr wenig zurlick. Die mit methylalkoholischer Substanz
behandelte Wolle (3-80%/, OCH; und 1-49°%/, CH; am N) er-
gab nach einmaliger Behandlung mit Diazomethan 4-38%/, OCH,
und 5-27°/, CH; am N.

Um nun zu der Klasse der alkoholldslichen Eiweilkdrper
{iberzugehen, so ist aus dem frither Gesagten bereits ersicht-
lich, dafl Zein in bezug auf die Methylierbarkeit am Sauerstoff
bei der Behandlung mit Diazomethan viel widerstandsfdhiger
ist als Gliadin, dafi aber in beiden Féllen gleichmafiig die
normalen Grenzwerte fiir CH, am N nicht erreicht werden
konnten.

Wie die folgenden Versuche zeigen, nehmen die beiden
alkoholldslichen Eiweikdrper auch insofern eine Ausnahms-
stellung ein, als die gefundenen Esterzahlen die grofiten bis
jetzt beobachteten darstellen. So konnte beim Zein nach zehn-
stiindigem Kochen mit einprozentiger methylalkoholischer Salz-
sdure die Esterzahi 6-189/, OCH, erhalten werden. Bei einem
zweiten, neuerdings dargestellten Zein war die Esterzahl
5-47%/, OCH;. Die Zahl fiir CH; am N hielt sich in den fiir
Zein selbst ermittelten Grenzwerten. Die beiden mit methylalko-
holischerSalzsdurebehandelten Zeinprédparate ergaben, mit Diazo-
methan behandelt, Produkte, welche eine noch héhere Meth-
oxylzahl lieferten, wihrend der Gehalt an CH, am N den Grenz-
wert erreicht, welcher oben flir das Zein bei der Behandlung
mit Diazomethan angegeben wurde. Das Zein mit der Ester-
zahl 618 lieferte bei der Behandlung mit Diazomethan ein
Produkt mit 8-26, widhrend das mit der Esterzahl 5:47 bei
der gleichen Behandlung ein Prédparat von 7-02°%/, OCH, gab.
CH; am N war 2-889%,. Es lag nahe, diese bemerkenswerten
Eigenschaften mit dem Gehalt an Glutaminséure?® in Zusammen-
hang zu bringen. Man konnte daher vermuten, daff das Gliadin,
welches bekanntermaBlen mehr Glutaminsédure enthilt als das

1 Das nach Osborne vorhandene Glutamin kann mdoglicherweise durch
die Einwirkung der methylalkoholischen Salzsdure in die SHure riickver-
wandelt werden.
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Zein,1 dieses Verhalten noch im stdrkeren Mafle zeigen wird.
In der Tat lieferte das- Gliadin mit einprozentiger methyl-
alkoholischer Salzsdure eine etwas hdhere Esterzahl als Zein.
Es sind aber auflerdem weitere Beobachtungen gemacht
worden, welche dahin zu deuten sind, dafl bei dieser gelinden
Einwirkung bereits eine schwache hydrolytische Spaltung vor
sich zu gehen scheint.

Bei der Diskussion wunserer ursprilnglichen Resultate
haben wir? geltend gemacht, daf die Einwirkung von alkoho-
lischen Sduren anscheinend eine sehr gelinde ist und dafi die
vom Eiweifl abfiltrierte Flissigkeit nicht oder nur sehr wenig
gefarbt ist, daf das EiweiB selbst nie gelb ist, sondern weif3
bleibt und dafi auflerdem bei den daraufhin quantitativ ver-
folgten Darstellungen ein sehr geringer Gewichtsverlust zu
verzeichnen ist. Ja es wurde sogar einmal eine geringe Ge-
wichtszunahme beobachtet. Alle diese Tatsachen sind nun flir
das Gliadin nicht mehr zutreffend.

Schon Dbei der Behandlung mit einprozentiger methyl-
alkoholischer Salzsdure ist eine schwache, aber doch deut-
liche Farbung zu beobachten, auflerdem bleibt die Substanz
nicht ungeltst, sondern sie geht zum Teil in Ldsung. Aus
dieser Losung 148t sich durch Ather noch ein geringer Teil
ausfillen, widhrend der nicht fallbare Rest erst durch Abdunsten
im Vakuum gewonnen werden kann. Versuche, die Menge
dieser Fraktion quantitativ zu ermitteln, zeigten, dafl es sehr
schwer ist, auch bei sehr vorsichtigem Arbeiten {berein-
stimmende Resultate zu erhalten. Als feststehend kann aber
bezeichnet werden, dafl das Gliadin, wie schon erwdhnt, eine
hohere Esterzahl liefert und dafi in der alkoholldslichen, mit
Ather fillbaren Substanz in der Regel eine gleich hohe, bis-
weilen sogar eine etwas hohere KEsterzahl nachgewiesen
werden kann. So z. B. ergab in einem Falle das ungeldste
Produkt 6-78°/, OCH,, das gelste, mit Ather gefillte
7-09%, OCH,. Das unlésliche Produkt mit dem Gehalt von

1 Zein nach Osborne 26-20/, Glutaminsdure, Gliadin nach Osborne
43+79/, Glutaminsgure.
2 L. c.
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8-789, OCH, lieferte, mit Diazomethan behandelt, ein Produkt
mit 9-19°/, OCH, und 2-65%, CH; am N.

Die Steigerung des Methoxylgehaltes bei dem mit methyl-
alkoholischer Salzsdure behandelten Zein und Gliadin durch
Einwirkung von Diazomethan ist wohl kaum ganz auf Rech-
nung vorhandener gegen die Wirkung der methylalkoholischen
Salzsdure indifferenter phenolischer Hydroxylgruppen zu setzen.

Eine unvollkommene Veresterung, beziehungsweise eine
Wiederverseifung mufi jedenfalls zur Erkidrung herangezogen
werden, aber diese kdnnte ebensogut beim hydrolysierten wie
beim nichthydrolysierten Teil stattfinden. Diese Tatsache allein
muf also nicht unbedingt im Sinne einer eingetretenen Spal-
tung gedeutet werden. Wie oben erwédhnt, sind aber fiir die
partielle Hydrolyse schon bei der Reaktion einer einprozentigen
methylalkoholischen Salzsdure andere deutliche Anzeichen
vorhanden. Noch viel auffallender treten sie auf, wenn man
zur Einwirkung der dreiprozentigen methylalkoholischen Salz-
sdure {ibergeht. Auch hier haben wir bei parallelen Versuchen
zur quantitativen Bestimmung der einzelpen Fraktionen keine
brauchbare Ubereinstimmung der Zahlen erzielen kdnnen, weil
immer eine gewisse Menge von Substanz im Kolben haften
blieb, welche sich nicht entfernen tiefl. Immerhin konnten wir
wxonstatieren, dafl die Summe des ungeldosten und des mit
Ather gefillten Produktes kaum die Hilfte der urspriinglichen
Substanz ausmacht, so daff also jedenfalls die Hélfte des Aus-
gangsmaterials bereits als hydrolysiert anzusehen wére. Andrer-
seits liefern die mit dreiprozentiger methylalkoholischer Salz-
sdure erhaltenen Produkte nahezu den gleichen Methoxyl-
gehalt wie die oben erwidhnten mit einprozentiger methyl-
alkoholischer Salzsaure dargestellten. Wir erhielten z. B. bei
zwei unldslichen Produkten 6-37 und 7-34°/, OCH, und 8-57,
beziehungsweise 9-68°/ OCH, bei den mit Ather gefillten
Produkten. '

Um uns ein beildufiges Urteil iiber den Grad der Spal-
tung zu verschaffen, ist bei einem Versuche mit dreiprozentiger
methylalkoholischer Salzsdure nicht nur das Ungeldste und
das mit Ather Gefillte, sondern auch der sirupdse Riickstand
untersucht worden. Wihrend die beiden ersten Produkte bei
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100° zur Gewichtskonstanz \getrocknet wurden, konnte der
Rickstand nur im Vakuum getrocknet zur Analyse gebracht
werden. Dabei ergab sich das Resultat, daf der Riickstand
keine grofiere Esterzahl lieferte als die beiden anderen Frak-
tionen. Es wurden beim Ungelosten 6-37°/, OCH;, beim
Gelosten und Geféllten 5-57°/,, OCH, beim Riicktand, der
selbstverstdndlich als salzsaures Salz eines Esters betrachtet
werden muf}, 6-54%, CH, erhalten. In der Erwartung, daf
hier bereits eine sehr vorgeschrittene Hydrolyse vorliegt und
dafl die in Betracht kommenden Aminosduren sich normal
verhalten werden, haben wir im Riickstand eine viel hdhere
Methoxylzahl erwartet. '

Aus dem geringen Methoxylgehalt konnte man den Schlufi
ziehen, dafi die Hydrolyse noch eine unvollstindige wiére.
Allerdings mufi auch die Moglichkeit berilicksichtigt werden,
dal eine unvollkommene Veresterung der gebildeten Amino-
sduren stattgefunden haben konnte.

Direkte Versuche haben nun tatsdchlich gezeigt, dafi die
Glutaminsdure gegen die Einwirkung von methylalkoholischer
Salzsdure ziemlich resistent ist und dafl sie sich ganz be-
sonders empfindlich gegen die Menge der zur Anwendung
kommenden Salzsiure erweist. Bei Anwendung von 50 cm®
der dreiprozentigen methylalkoholischen Salzsdure auf 3¢
Glutaminsdure erhielten wir nach dem Abdestillieren im
Vakuum einen Sirup, welcher vakuumtrocken nur 4-229%,
OCH, enthielt, wahrend das Chlorhydrat des sauren Esters
der Glutaminsdure 15-69%, OCH, verlangt. Diese auffallende
Tatsache bewog uns, den Versuch zu wiederholen.

Das Resultat des zweiten Versuches mit der gleichen
Menge war ein Produkt von dem Gehalt von 4-80°/ OCH,.
Nach dem Kochen der gleichen Menge mit 150 em® dreipro-
zentiger methylalkoholischer Salzsdure wurde die Methoxyl-
zahl des Chlorhydrats des sauren Esters erreicht. (Gefunden
15209/, OCH,, berechnet 15-69°/, OCH,) und diese Zahl ist
bei Anwendung von 300 cne® der dreiprozentigen methylalkoho-
lischen Salzsdure auf die gleiche Menge der Glutaminsdure
nur um ein Geringes {iberschritten worden (gefunden 17-82°%
OCH,). Es ist daher wegen des abnormalen Verhaltens der
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Glutaminsiure trotz des geringen Methoxylgehaltes des Riick-
standes beim Gliadin die Médglichkeit vorhanden, dafi die
Hydrolyse ziemlich weit vorgeschritten war.

Auch gegen die Einwirkung von Diazomethan ist die
Glutaminsdure merkwiirdig widerstandsfiahig. Mit einem Uber-
schufl von Diazomethan durch 24 Stunden behandelt, ergab
sie ein Produkt mit 5-58°¢/, OCH,, also einem Bruchteil des
Gehaltes des sauren Methylesters.

Das Verhalten der Aminosduren gegen die oben er-
wahnten Agentien betreffend, sei erwidhnt, dafl ausgedehnte,
noch nicht publizierte Versuche des im Felde befindlichen
Herrn Schuster! gezeigt haben, dafi sich viele Aminosduren
gegen Diazomethan ziemlich normal verhalten. Es sind aber
auch ganz merkwiirdige, vorldufig nicht aufgekldrte Aus-
nahmen beobachtet worden. In bezug auf das Verhalten gegen
methylalkoholische Salzsdure sind in der Literatur Beob-
achtungen vorhanden, welche auf die leichte Methylierbarkeit
auch mit verdiinnten alkoholischen Mineralsduren hinweisen.
Daneben sind auch in einzelnen Fillen gegenteilige Erfahrungen
zu verzeichnen. Nach eigenen Versuchen kbénnen wir mit-
teilen, dafl beispielsweise Leucin normal reagiert. 1 ¢ Leucin
mit 100 cm® einer einprozentigen methylalkoholischen Salz-
sdure gekocht, lieferte ein Produkt von der Esterzahl 14-40,
mit 150 cm’ einer dreiprozentigen methylalkoholischen Salz-
sdure 1656, wihrend die salzsaure Verbindung des Methyl-
esters 17-08 erfordert.

Aus dem oben Erwidhnten folgt, daf durch die Be-
stimmung des Methoxylgehaltes allein eine Entscheidung iiber
den Grad der Hydrolyse nicht moglich ist.

Nachdem andrerseits fiir die Bestimmung des Aminosiure-
stickstoffes nach van Slyke oder S6rensen nicht mehr
genligend Material vorhanden war, mufl die Untersuchung bis

1 Ein Teil der Resultate erscheint bereits in der Publikation von
Herzig und Landsteiner (Einlauf 10. Mirz 1914) vorldufig angezeigt.
Spidter (Einlauf 21. April 1914) sind dann zum Teil widersprechende Beob-
achtungen von Geake und Nierenstein (Zeitschr, f. physiol. Chem., 92, 149
[1914]) mitgeteilt worden.
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auf den Moment verschoben werden, wo die Beschaffung einer
grofieren Menge Gliadin moglich sein wird.

Die Frage, ob bei der Veresterung von 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! ver-
schieden beantwortet worden. Es scheinen Verhéltnisse in
Betracht zu kommen, die von Fall zu Fall sehr verschieden
ins Gewicht fallen und auch sehr geringe Spuren Wasser
scheinen eine bedeutende Rolle spielen zu kénnen. Immer-
hin sind Esterifizierungen ohne jede Hydrolyse bei der Ein-
wirkung von mit Salzsdure gesittigtem Alkohol, zum Teil
sogar in der Wirme, als konstatiert zu betrachten. Mit Riick-
sicht hierauf waren wir daher bei der starken Verdlinnung
der in Anwendung gebrachten Salzsdure (1°/;) wohl berechtigt,
keine Hydrolyse zu erwarten, zumal bei den friheren Ver-
suchen (z. B. beim Seidenfibroin und bei der Wolle) keine
Anzeichen hierfiir zu beobachten waren. Allerdings ist andrer-
seits zu beriicksichtigen, daf§ die zitierten Autoren mit Athyl-
alkohol gearbeitet haben, wihrend wir aus praktischen Griinden
Methylalkohol in Anwendung brachten. Mit Riicksicht auf
diese Umstdnde erachten wir es daher flir notwendig, zu er-
wihnen, daBl wir beim Beginn unserer Versuche keine beson-
deren Vorsichtsmafiregeln gegen Feuchtigkeit angewendet
haben und daf wir auch spéterhin dabei verblieben sind,
damit vergleichbare Resultate erhalten werden kodnnten. Wir
haben mit Methylalkohol (Kahlbaum I.) gearbeitet und die
Salzsiure wurde zum Zwecke des Trocknens durch Schwefel-
saure geleitet. Beim Kochen ist kein Chlorkalziumrohr vor-
gelegt worden.

Als Vorbereitung fiir weitere #hnliche Untersuchungen
sind wir zum Studium der diesbezliglichen Verhéltnisse
bei Witte-Pepton {ibergegangen. Es mbge vorerst daran
erinnert werden, dafl nach den von uns bereits publizierten
Beobachtungen das Witte-Pepton bei der Methylierung. mit

1 Br, O. Pribram, Zeitschr. f. physiol. Chem., 77, 472 (1911), Abder-
halden und Hanslian, Zeitschr. f. physiol. Chem,, 77, 285 (1912).
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Diazomethan in bezug auf den Gehalt an OCH, sich ziemlich
normal verhidlt und daf hingegen der Gehalt an CH, am N
merkbar hoher ist als der der Eiweifistoffe. Bei der Behand-
lung des Witte-Peptons mit methylalkoholischer Salzsdure
sind die Erscheinungen ziemlich dhnlich, wie sie oben beim
Gliadin beschrieben wurden, mit dem Unterschiede, daf sie-
beim Witte-Pepton noch etwas deutlicher auftreten. Schon bei
der Einwirkung von 150 cm® einer einprozentigen methyl-
alkoholischen Salzsdure auf 5 g Witte-Pepton gehen 2 g Sub-
stanz in Losung, welche nur zu einem sehr geringen Teil
durch Zusatz von Ather gefillt werden kénnen. Die Resultate
der Methoxylbestimmungen der Substanzen, welche bei diesen
Versuchen erhalten wurden, 'm('jgen hier folgen.

Geldst Riickstand
Bezeichnung Ungeldst | und mitAther | im Vakuum
gefdllt getrocknet

I. Versuch
5 g Witte-Pepton mit 5910/, OCH, | 6200/, OCHy | 10° 100/, OCHj
i 130 cmd einprozentiger

methylalkoholischer

;
Salzsdure 10 Stunden II. Versuch

5-900), OCH, — 9-430/, OCH,

Ein sehr merkwiirdiges und noch unerkldrliches Re-
sultat ergibt sich, wenn man die Konzentration der Saizsdure
steigert. Die Menge der geisten, mit Ather nicht mehr fill-
baren Substanz steigt, aber auffallenderweise geht parallet
damit eine Verminderung des Methoxylgehaltes dieses 18slichen
Teiles einher. Die erhaltenen Zahlen waren folgende:

Gelost Riickstand
Bezeichnung Ungelost | und mit Ather| im Vakuum
gefdllt getrocknet
1. Versuch
o g Witte-Pepton mit 5- 610/"0 OCH, . 103 0/,‘0 OCHj |

150 cmid  dreiprozentiger
methylalkoholischer
Salzsdure 10 Stunden

I1. Versuch
5780/, OCH; — 2-090{, OCH,4
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Das geldste, mit Ather gefillte Produkt war in diesem
Falle so gering, dafl keine Bestimmung gemacht werden
konnte. Die Differenz des Methoxylgehaltes des Riickstandes
gegen den gleichen Gehalt bei Anwendung einer einprozentigen
methylalkoholischen Salzsdure ist nicht immer so groff wie in
den beiden angefiihrten Féllen. Es mogen noch zwei Bestim-
mungen erwdhnt werden, welche ausgefiihrt wurden und
5259, OCH,, beziehungsweise 4-81%/, OCH, ergeben haben-

Immerhin ist auch in diesen beiden Féllen die merk-
wilirdige Tatsache zu konstatieren, daffi bei Anwendung einer
konzentrierteren Salzsdure der Methoxylgehalt des Riickstandes
sehr merklich sinkt. Mit Ricksicht auf die stdrkere hydro-
lytische Spaltung hitte man eine hohere Methoxylzahl erwarten
konnen. Eine Erkldrung flir diese Erscheinung ist vorldufig
sehr schwer zu geben, weil liber das entsprechende Verhalten
der in Betracht kommenden Aminosduren noch sehr wenig
bekannt ist. Wir haben durch die Bestimmung des Gesamt-
stickstoffes nach Kjeldahl und des Aminosdurestickstoffes
nach Sdrensen uns ein ungefdhres Bild iliber den Grad der
Hydrolyse, die hier vorliegt, zu machen gesucht. In den beiden
durch Anwendung von 150 em’® dreiprozentiger methylalkoho-
lischer Salzsdure erhaltenen Rickstdnde mit 1-93 und 2-099/,
OCH, wurde der Gesamtstickstoff und der Aminosdurestick-
stoff bestimmt.

Das Resultat ist folgendes:

[
Methoxylgehalt N nach Kjeldahl ! Ammo.éaure N nach
1 Sorensen
!
| f
1-930/, 1 9:070/, - 9+ 000/,
2:09 1 045 9-42
]

Hieraus ist der Schluf zu ziehen, daff bei diesen Opera-
tionen die Hydrolyse bis zu den letzten Bausteinen der Kiweif3-
k&rper vorgeschritten war.

Die gleichen Bestimmungen bei den Ruckstdnden, welche
durch die Anwendung von einprozentiger methylalkoholischer
_ Salzsdure erhalten wurden, ergaben folgendes Resultat:
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i e
Methoxyigehalt ' N nach Kjeldahl Aminosdure N nach
Sorensen
9- 140/, | 10-000/, 8360,
10+ 10 \l 11017 | 874
i

Entsprechend der geringen Konzentration der Sdure ist
also die Hydrolyse in diesem Falle nicht vollstindig und es
ist jedenfalls noch ein Teil als Zwischenprodukt vorhanden.
Mit der Annahme einer leichteren Atherifizierbarkeit dieser
Substanzen im Vergleich zu den einfachen Aminosduren kdnnte
der hdhere Methoxylgehalt dieser Riickstdnde erkldrt werden.
Ein Urteil iiber die Berechtigung einer derartigen Annahme
tiberhaupt und ob sie geniigt, die Differenz im Methoxylgehalt
ganz zu erkldren, ist vorldufig schwer zu fillen.

Von allgemeinen Gesichtspunkten ausgehend, ist ent-
sprechend den Betrachtungen von Wegscheider! anzu-
nehmen, dafl die Wiederverseifung der gebildeten Ester min-
destens zum Teil durch das bei der Reaktion zwischen
der Salzsdure und dem Alkohol entstehende Wasser be-
wirkt wird. Es soll aber hervorgehoben werden, dafi unsere
Versuche urspriinglich ein ganz anderes Ziel verfolgten und
daf sie daher in der flir die Beantwortung dieser Fragen
wichtig gewordenen Richtung mit prinzipiellen Fehlern behaftet
sind. So haben wir, wie schon erwihnt, beispielsweise die
Anwesenheit des Wassers nicht mit geniigender Sorgfalt ver-
mieden. Obwohl nun bei der Glutaminsiure und beim Leucin
dieser Umstand nach unseren oben mitgeteilten Versuchen
keine bedeutende Wirkung ausgelibt hat, kénnte er trotzdem
bei anderen Substanzen von ausschlaggebender Bedeutung
werden. Auch in anderer Richtung miifiten die Versuche dem
neuen Zwecke angepafit werden. Es ist aber fraglich, ob fiir
das Studium derartiger komplizierter Verhélinisse das Objekt
selbst nicht zu wenig einheitlich wire. Auf jeden Fall miifite
die entsprechende, systematische, genaue Untersuchung der
einschldgigen Aminosduren vorangehen.

1 Monatsh. f. Chem., 36, 682 (1915).
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Eine einwandfreie Erklirung fir die Tatsache, daf die
bei der Anwendung stdrkerer Sduren auftretenden Spaltpro-
dukte weniger methyliert erscheinen, ist also vorldufig nicht
moglich.

Als sicheres Resultat ist nur die Erkenntnis zu bezeichnen,
daff bei den alkoholldslichen Eiweifistoffen der Getreidearten
und beim Witte-Pepton auch bei Anwendung einer sehr ver-
diinnten methylalkoholischen Salzsdure eine sehr bemerkens-
werte Hydrolyse stattfindet. Demgegeniliber erscheint es uns
nach wie vor nicht unwahrscheinlich, dafi in anderen bisher
untersuchten Féllen die Hydrolyse so gering ist, dafi sie
praktisch vernachlidssigt werden kann.

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




