Ueber die Hydrolyse des Caseins durch Salzsaure
Von
Emil Fischer.

(Aus dom 1. ohemisvhen Institut «ler Universitat Berlin)
(Der Kedaetion zugegangen am  Juli 1IHVL)

Unter den Spaltungsprodukten, welche das Casein mit
Salzsaure liefert, hat man bisher mit Sicherheit festgestellt:
Tyrosin und Leucin, Asparagin- und Glutaminsiure, Arginin
und Lysin. Endlich wurde von Cohnl) noch eine Verbindung
CLZH22N,02 beobachtet, welche mit dem Leucinimid isomer ist
und aller Wahrscheinlichkeit nach secundar aus einer Amino-
sdure gebildet wird.

Dass die erwahnten Produkte aber keineswegs die einzigen
Kestandtheile des Caseins sind, zeigen alle Angaben Uber ihre
Mengen, die um so Kkleiner werden, je mehr sich die Beob-
achter bemuht haben, reine Praparate darzustellen. ‘Die letzten
Angaben dieser Art rihren von Cohn2) her, welcher eine
sogenannte quantitative Spaltung des Caseins beschrieben hat.
Mehr als die Halfte seiner Produkte sind undelinirbare Sirupe,
und auch die krystallisirten Partien, wie das rohe Leucin,
tragen alle Kennzeichen von Gemischen, Es war deshalb von
vornherein zu erwarten, dass eine vollkommenere Untersuchung
der Hydrolyse noch eine Reihe von bisher bersehenen Stoffen
zu Tage fordern werde.

Aber Angesichts der vielen Mihe und Sorgfalt, welche
hei den a&lteren Arbeiten auf diesen Gegenstand verwandt
wurde, konnte man sich der Ueberzeugung nicht verschliessen,
'lass mit den bisher gebrauchten Methoden neue Resultate
nur sehr schwer zu erzielen seien.

1) Diese zeitschrift, Bd. XXII, S. 170, 18117; Bd. XXIX, S. 2SH, 1900.
2] Diese Zeitschrift, Bd.-XXVI, S. 395, 1S99.
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Wie ich vor Kurzem mitgetheilt habe, <) ist es mir nm
gelungen, fur die Scheidung und Reinigung von Aminosauren
ein neues Verfahren aufzufinden, welches auf der fractionirlen
Destillation ihrer Ester berunt. Die Aminosduren werden dal,, |
zunachst nach der Angabe von Curtius») mit Salzsaure und

kohol verestert, dann folgt die Abscheidung aus den Hydro
ehloraten nach meiner Beobachtung durch concentrirtes Alkali
bei niederer Temperatur, und schliesslich die Destillation der
hstef »inter sehr geringem Druck.

,.Ich habe mfch zunachst darauf beschrankt, das Verlahrcn
lur die Monoammsiuren auszubilden, und will nun beim Casein
die grossen Vortheile desselben zeigen. Es ist dadurch ge-
lungen, unter seinen Spaltungsprodukten folgende bisher (iber-
schone Stolle

Aminovaleriansaure,

Phenylalanin,

a*Pyrrolidinearbonsaure
mit Sicherheit nachzuweisen und die Anwesenheit von Glvcocoll
sowie von anderen nicht ndher charakterisirten Aminosauren
wahrscheinlich zu machen.B*

Das meiste Interesse darunter verdient die a-Pyrrolidiii-
carbonsaure, Welche bisher nur als synthetisches racemisehos

rodukt bekannt war,") al«T aus dem Casein auch als optisch
active form erhalten werden konnte. Ob dieselbe ebenso
wie die anderen Aminosduren als priméares Spaltungsprodukt
zu betrachten ist, soll spéater diseutirt werden.

Als Material fir die Untersuchung, welche mit grosseren
Mengen diirel.geliihrt werden musste, diente die beste Sorte
des kaiifl.enen Caseins (puriss. Merck), Wie weit die Resultate
auch fur das nach der Vorschrift von Hammarsten darg. -

steUte Praparat oder fiir das Pllanzeneasein gelten, bleil.t noch

I) Her. d. deutsch. ehern. Ges.. Bd. 34, 433, 1901.
% Journ. f. prakt. Ch., Bd. 87, 159, 1888.

_ Anzeige, Berichte d. d. chem. Ges,, Bd. U. &
7 p- * W,,Islatlerr Berichte d. d. chem. Ges.. Bd. 33. 1«0 uni

fc. rischer, ebenda. Bd. 34. 454 (1901).
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Zersetzung des Caseins durch Salzsaure;

Die Hydrolyse, welche Hlasiwetz und Habermannl)
durch langes Kochen mit verdinnter S4ure unter Zusatz von
Zinnchlorir bewerkstelligten, wird nach Cohn (1. c.) besser und
lascher mit concentrirter Salzsdure ohne Zinnsalz ailsgefihrt.

Seiner Angabe entsprechend wurden 500 g Casein mit
V al Salzsaure (1,19 sp. Gew.) Ubergossen und im Laufe von
Il a Stunden wiederholt durchgeschittelt, bis der grosste Theil
mit schmutzig violetter Farbe gelost war. Dann wurde
> Stunden am Ruckllusskiihler gekocht und die erkaltete
Flussigkeit von den ausgeschiedenen Fettsauren durch Filtra-
tion getrennt.

Von hieran bin ich der Vorschrift Cohns, welcher
sofort die Salzsdure durch Abdampfen und Behandlung mit
Kupferoxydul entfernt, nicht mehr gefolgt, sondern habe
zunachst nach dem Vorgange von Hlasiwetz und Haber-
mann die Glutaminsdure durch Krystallisation des Chlor-
liydrates abgeschieden.

Zu dem Zweck wurde die FlUssigkeit auf etwa 34 |
eingedampft und in der Kalte mit gasformiger Salzsdure ge-
sattigt. Sie blieb dann 3 Tage im Eisschrank stehen, wobei
die salzsaure Glutaminsaure als dicker Krystallbrei ausfiel.
Fm sie abfiltriren zu kénnen, wurde mit dem gleichen Volumen
eiskalten Alkohols vermischt und auf der Pumpe abgesaugt.
Will man das Salz rein darstellen, so wird es in wenig Wasser
gelost, mit etwas Thierkohle gekocht und mit Chlorwasserstoff
wieder abgeschieden. Nach einmaliger Wiederholung dieser
Operation ist das Praparat nahezu farblos. Die Ausbeute be-
trug 50 g, mithin 10°/0 des Caseins.

Veresterung der Aminosauren.

Fir diese Operation kann direkt das Filtrat von der
Olutaminsdaure dienen, nur ist es notliig, das darin enthaltene«
Wasser madglichst vollstdndig zu entfernen. Zu dem Zweck
wird, am besten unter vermindertem Druck, eingedampft, der

| Liebigs Annalen, Hd. 10+), 150, 1878.
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dunkelbraune, sirupdieke Rickstand mit C * | absolutem Alk..|,,,|
durchgerdlirt und mit gasformiger Salzsaure, zuletzt unter
Erwarmen auf dem Wasserbade, gesattigt. Da bei der Vm.
esterung wieder erhebliche Mengen von Wasser entstehen,
weltbe die Vollstdndigkeit der Reaction hindern, so ist
vortheilhaft, von Neuem unter vermindertem Druck einzu-
(lampfen, wieder m |'s bAlkohol zu lI6sen und abermals mit
Salzsaure zu sattigen. Eine zweite Wiederholung der ganzen
Operation steigert noch die Ausbeute an Ester. Jetzt wird
die Flussigkeit der bequemen Handhabung Wegen in i Por-
tionen gclheilt und bei einer 40» nicht Ubersteigenden Tempe-
ratur des Wasserbades unter stark vermindertem Druck zmn
dicken Sirup verdampft. Dieser enthalt die llydrochlorate |1
Aminoester: um letztere in Freiheit zu setzen, verfahrt man
folgendermassen :

Der dicke Sirup wird direkt in dem Destillationskolben-
ungefahr mit dem halben Volumen Wasser versetzt, .letzt
ligt man zu der sorgfaltig mit einer Kaltemischung gekihlten
Flussigkeit vorsichtig soviel starke Natronlauge, dass die freie
Salzsdure ungelahr neutralisirt ist, und dann eine mdogliche
concentrirtée Losiing von Kaliumearbonat und ziemlich viel
Aether. Diese erste Operation hat den Zweck, die schwéacher
basischen Ester der Asparagin- und Glutaminsiure, welche

gegen freies Alkali besonders empfindlich sind, abzuscheiden.
Nach gutem Durchschutteln wird der Aether abgegossen, durch

neuen ersetzt, und zu der wiederum sehr sorgfaltig gekihlten
Masse in verschiedenen Portionen 33«/oige Natronlauge und
festes Kaliumearbonat zugegeben. Nach jedesmaligem Zusatz
wird kraftig umgeschittelt, um das Alkali in der steifen Masse
zu verlhoten und den frei gewordenen Ester sofort in die
atherische Losung Uberzufuhren.

Ls ist vortheilhaft, den Aether mehrmals zu erneuern.
Die Menge des Alkalis muss wenigstens so gross sein, dass;
sie zur Bindung satnmtlicher Salzsdure ausreicht, und Kalium*
carhonat ist soviet zuzufligen, dass die Salzmasse einen dicken
Brei bildet: denn nur dann werden die in Wasser &usscist
leicht l6slichen Ester der einfachen Aminosauren vollig aus-
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falzen. Ganz besonders gilt das fiur die Falle, wo Glvcocoll
und Alanin zu isoliren sind.

Die vereinigten &therischen Auszlge, welche braun ge-
erbt sind, werden etwa 5 Minuten mit Kaliumcarbonat ge-
schuttelt, dann abgegossen und 12 Stunden mit entwéassertem
Natriumsulfat getrocknet, da die Ubrigen Trockenmittel, wie
Aetzkali, Calcium- und Barvumoxyd oder selbst das Kalium-
carbonat, bei langerer Einwirkung etwas Ester zersetzen.
Nach dem Verdampfen des Aethers wird der Ruckstand bei
S 15 mm Druck uUber freier Flamme destillirt.

Bis 40° geht in der Regel noch etwas Alkohol dber,
dann wurden bei einem Versuch, der mit 500 g Casein recht

sorgféltig durchgefihrt war, folgende Fractionen erhalten:
40— 55° (bei 10 mm) 7 g

55— 80° ( » 0 ») 13 *
80-100° ( > 9 »)  97»
100-130° ( » 9 » )  27»
130-100° ( » 9 O 29>

173 g.

Langeres Kochen des Caseins mit Salzsure &andert an
dem Resultat nur wenig. Bei einem Versuche, wo wiederum
5mg Casein 36 Stunden mit der Saure gekocht waren, be-
trug die Gesammtmenge der in Aether l6slichen Produkte 280 g
und der bis 170° bei 16 mm. destillirende Ester 200 g, wobei
aber die letzte Fraction schon erhebliche Mengen von Zer-
setzungsprodukten enthielt. Die Produkte sind eberijalls die
gleichen wie beim kirzeren Kochen.

Zur weiteren Trennung der Ester wurden mehrere der
obigen Fractionen nochmals einer zweimaligen systematischen
Fractionirung unterworfen und bei 10 mm. Druck folgende
8 Praparate aus 1 kg Casein gewonnen: *

40— 55° 14 ¢
55— 05° 14
65— 80° 25 »

1

2

3

4, 80— 85° 105 »
5. 85—110° 18 *
(0]

7

8

. 110-120° 40 *
. 120-130° 28 »
. 130-100° 8 »
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Sammtliche Fractionen sind noch Gemische,< die durch
weitere Destillation nicht gereinigt werden koénnen. Zur Scli. i-
dung in die einzelnen Uestandthcilo wurden deshalb die Km,.,
in die Aminosauren zuruckverwandelt.

Diese Verseilung lasst sich bei den bis 85» siedenden
Produkten, welche nur aus Estern der Monaminosauren J,-
stehen, am bequemsten durch mehrstindiges Kochen mit \Va-~e,
am Kickllusskthler bewerkstelligen. Bei den hoher siedenden
Teilen, welche Asparagin- und Glutaminsaure enthalten, ist die
Verseifung durch Erwarmen mit Barytwasser auszuftihren.

Zu beachten ist, dass die Ester sich beim Aufbewahren
allmahlich zersetzen, und zwar um so rascher, je kleiner das
Molekdl ist. Es empliehlt sich deshalb, die Verseifung mog-
lichst bald und zwar bei den niedrigsten Fractionen schon

innerhalb 2t Stunden vorzunehmen.

Y« V Fraction 40—55°. |

Wie die Ituckverwandlnng in die Aminosauren zeigte;
bestand diese Fraction noch etwa zu zwei Drittheilen au-
Alkohol, dessen voéllige Entfernung beim Eindampfen der salz-
sauren Ester nicht maoglich ist.

Beim langeren Stehen schied die Flissigkeit eine amorphe
feste Masse ab, welche eine sehr schoéne Biuretreaction galy.
Wie ich fruher dargelegt habe,l) wird dadurch die Anwesen
hwt von Glyeocollester sehr wahrscheinlich gemacht." Cm d.-n-
selhcn als llydrochlorat zu isoliren, wurde eine Probe der
Flussigkeit in der doppelten Menge absoluten Alkohols geh-'
mit gasformiger Salzsdure gesattigt, in einer Kaltemischung ges
kihlt und mit einem winzigen Krystilichen von sabsairem
Glyeocollester geimpft. Nach 2 Stunden war in der That . ine
ziemlieh erhebliche Kiristallisation eingetreten und das Produkt
zeigte nach dem Lo6sen in Alkohol und Fallen mit Aether sowohl
den &Ausseren Habitus wie den Schmelzpunkt (gef 1}5" <m!!.
des salzsauren Glycocollestcrs. Da aber die Menge im Ganz, n
recht gering war, so halte ich es fir wahrscheinlich, d,.~

fyr. (i: clierii- (iesu Hd. 34, 442 Y190J);
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dieses Glycocoll von einer Verunreinigung dés Caseins
herrlhrt.

Der grdsste Teil der Fraction wurde zur Verseilung der
Her mit der funffachen Menge Wasser 5 Stunden am Kiick-
iltisskiililer gekocht und die L6sung concentrirt, bis in der
Kélte Kristallisation erfolgte. Die erste Krystailisation (0,34 g)
irab bei der Analyse Zahlen, welche sich am meisten den fir
Aininovaleriansaure verlangten Werthen nahern.

befunden: C 49,72° «, li 9,22°o.
Berechnet: » 51.20°/«, » 9.40 °lo.

Die Mutterlauge hinterliess beim vollstdndigen VVerdampfen
noch 2,5 g Aminosaure. Sie wurde in wenig heissem Wasser
gelost, die in der Kalte ausfallenden Blattchen durch Filtration
entfernt, und die Mutterlauge in 400 ccm. heissen Alkohol (95°/0)
eingegossen. Die Menge der nach langerem Stehen in der
Kalte abgeschiedenen Krystalle betrug 1,2 g. Sie wurden fir
die Analyse bei 110° getrocknet. Die Zahlen passen recht
gut auf Aminopropionsaure. '

0.2185 g Substanz gaben 29,4 ccm. N (21°* 767,5 mm.).

0,1850 » » » 0,2725 g CO, und 0,1H10 g H,,0.

CjH-OjN. Berechnet: 40,45°« C, 7,80°/« H, 15,78°/« N,

Gefunden: 40.17°« » 7,87°« » 1550% »

Das Hvdrochlorat drehte nach rechts.

Leider reichte die Menge des Praparates nicht aus, um
durch Darstellung von Derivaten die ldentitdit mit dem Alanin
festzustellen. Ich halte deshalb die Wiederholung des Ver-
suches mit grosseren Mengen fir néthig.

Fraction 55—05°.

Diese Fraction enthalt Aminovaleriansaure und zwar, wie
cs eheint, als Hauptbestandteil. Der Ester wurde durch
Kochen mit Wasser verseift und die Aminosauren zun&chst
ins Kupfersalz verwandelt. Nachdem der schwerer Il6sliche
Theil des Salzes, welcher Ubrigens den Metallgehalt des amino-
valeriansauren Kupfers schon besass (gefunden: Cu 21,51 r/o,
berechnet.: 21,49°/0), entfernt war, wurde die Aminosaure
rcgcnerirt und zweimal aus Wasser umkrystallisirt. Die so
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erhaltenem farblosen gléanzenden Blattchen gaben nach dem
Irocknen bei 100° Zahlen, welche ziemlich gut auf Amino-
valeriansaure stimmen. Leider reichte in Folge eines grossen
Verlustes die Menge fir eine ausfuhrliche Untersuchung mhi
aus, aber ich zweifle nicht daran, dass das Produkt mit der
sogleich ndher zu beschreibenden Aminovaleriansdure iden-
>ch war.
0.2(KK> fr Substanz gaben 0.4«K9 « COt und 0,107:1 « jyp

J Berechnet: »1,28~0 C, 9.40°/0 II.
Gefunden: M,47°%0 » *

'Fraction 65-"80°.

Neben kleinen Mengen von Leucin und Pyrrolidimard.m-
Htime findet sieb auch hier Aminovaleriansaure, aber ihre Isnli-
run« und Reinigung ist so schwierig, dass es nicht mdglich
war, genligendes Material zu beschallen, um ihre Constitution
aufzuklaren.

Zunédchst wufde das Gemisch der Ester durch Kochen
mit der funffachen Menge Wasser in der gleichen Weise wie
die 1faction 80 800 verseilt. Das Gewicht der Aminoséauren
betrug 12 g. 10 g wurden in 2 | Wasser gelost und 1 Stunde
mit Uberschissigem geféllten Kupferoxyd gekocht. Das Filtrat
seined beim Eindampfen ziemlich bald ein schwer l6sliches
Kupiersalz ab, welches mehrmals abgehoben und mit wenig
Wasser ausgekocht wurde, wobei die Laugen zur urspring-
lichen Losung zurlickgegeben wurden. Die Menge des schwer
l6slichen Kupfersalzes betrug 2,1 g und die Bestimmung des
Kupfergehaltes deutete aut ein Gemisch von etwa gleichen
Theilen Leucin und Amindvalefiansaure. Das Filtrat hinter!iess
beim Verdampfen die leicht 16slichen' Kupfersalze. Beim Aus-
kochen mit absolutem Alkohol gingen davon 0,9 g in Ld&sung.
weiche wohl im Wosentliehen 1-pyrrolidincarbonsaures Kupfer
waren.

Der in Alkohol unl6sliche Theil wurde dann, mehrmals
mit ungefahr 100 ccm. Wasser bei 70—80° ausgelaugt, wobei
wieder 0,8 g schwer l06sliches Kupfersalz zurtckblieb. Die
wasserige Losung wurde mit Schwefelwasserstoff vom Kupfer
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befreit, zur Trockne verdampft und der Rickstand mit 25 ccm.
absolutem Alkohol ausgekocht. Dabei ging die racemtsclie
pvrrolidincarbonsiure in Loésung, ihre Menge betrug 1,5 g.

Der in Alkohol unlésliche Theil wurde in Wasser gelost,
mit etwas Thierkohle gekocht und das eingeengte Filtrat mit
dom gleichen Volumen Alkohol versetzt. Dabei schieden sich
~= g Aminosdure ab, welche folgende Zahlen gab:

0.18X5 g Substanz lieferten 0.8 M4 g GOa und 0.1501 g 11,0
C5H,iO,X. Berechnet: 51.28°.. C. 0.10% H.
Gefunden: 10.88°0 » 0.20" , »

Man ersieht daraus, dass das Praparat noch keineswegs
reine Aminovaleriansiiure war. In 20°/oiger Salzsaure gelGst
gab es Ju]ld = -(-27,1°. Zur weiteren Reinigung wurde die
Substanz in 20 ccm. kochendem Wasser gelést und mit 40 ccm.,
Alkohol wieder geféllt. Die so erhaltenen schonen gléanzenden
Blattchen schmolzen in geschlossenem Capillarrohr miter Gas-
entwicklung bei 292*—295° icorr.). Nach der Analyse war
auch dieses Praparat keine ganz reine Aminovaleriansaure.

0.2110 g Substanz gaben 0.8801 g C.O, und 0.1728 g H,0.

Gefunden: 50.80° > C, 0,10°> H.

Zur weiteren Charakterisirung wurde deshalb die Amino-
sédure zuerst racemisirt und dann mit Phenylcyanat gekuppelt,
Das Erstere geschah durch 24 stiindiges Erhitzen mit der drei-
faelien Menge Barythydrat und der zwanzigfachen Menge Wasser
auf 175°. Die in der dblichen Weise abgeschiedene Aminosaure
bildete glanzende Blattchen, welche sich von dem r-Leucin durch
ihre viel grossere Loslichkeit in kaltem Wasser unterschieden.

| g von dem Praparate wurde in 10 ccm. Normalnatron-
lauge geldst und bei 0° unter kraftigem Schuitteln tropfenweise
mit Phenylcyanat solange versetzt, bis eine Abscheidung von
Di|)hcnylharnsto(i stattfand. ’

Aus dem alkalischen Filtrat liel beim Ansauern die Plienyl-
( yanatverbindung als zdhes Harz aus, welches aber bald krystal-
liviscli erstarrte.

Aus heissem 50'bdigen Alkohol krystallisirte das Produkt
i0 gldnzenden, oft sechsseitigen Blattchen, welche bei 157—158°
unter Zersetzung schmolzen.
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n: Schoner als die PhenylcyanatVerbindungen seihst Sin |
in der Regel ihre Anhydride, das trifft auch im vorliegenden

Falle zu. Zur Bereitung des Anhydrids wurde in der bekannten
Weise die Verbindung in der hundertfachen Menge 20'

heisser Salzsdure gel6st, eine halbe Stunde gekocht und dann
die Hussigkeit aut etwa ‘ja Volumen eingedampft. Beim Er-
kalten schieden sich farblose, zu Buscheln gruppirte Nadeln
ab. welche zur Analyse nochmals aus siedendem Wasser mn-
krystallisirt und im Vacuum uber Schwefelsdure getrocknet

wurden.

% Substanz gaben-.0.1*5« g CO, und 0.1100 ¢ H/) N
L (ULIT » » 10,7 ccm. N (22°. 707 mm.)

" (:»HUOANr Berecbnot: 00.0\V', C, 6.42°u H, 12,81 - X
Befunden: «6,12° > Rf*2° » 12.72>, >
Die erhaltenen Zahlen stimmen recht gut auf die Formel
f:i2H,,N204. Das wirde dem Phenvlhydantoinderivat -einer
u-Aminovaleriansdure von folgender Structur

i IsN  Cd

CO — CH — CH, — ceil, CH,
oder einer isomeren Verbindung entsprechen.

Das Praparat schmolz auch nach mehrmaligem Unikrystal
hsiren bei 117° (corr.t, aber vielfaltige Erfahrung hat miel
gelehrt, dass Fonstanz des Schmelzpunktes bei solchen Deri-
vaten der Aminosauren keine (iarantie fur die Reinheit ist. >m,
so kann ich auch im vorliegenden Falle fur die Einheitlichkeit
des Praparates nicht einstehen, zweifle aber nicht daran, das.-
es der Hauptmenge nach das Derivat einer Aminovaleri.-m

saure ist.

Untersuchung der Fraction 80—85°.

Das Produkt ist in kaltem Wasser leicht 16slich, scheid'f
sieh aber beim Erwéarmen der concentrirten Lésung zum TL- !
"leder Olig ab. Seine specifisene Drehung war — 06.s".

80 g wurden mit der 10fac-hen Menge Wasser (1-7 .stunden
gekocht, bis das Del ganzlich und die alkalische Reaction dT
FlUssigkeit nahezu verschwunden War. Durch siicc-es-o0---
Eindampien und Erkaltenlassen der LOsung resultirteu ¢! Kn-
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-tallisatinnen von U, 9 und S g. Fine L Krystallisaljon
wurde dann aus dem Filtrat durch Zusatz der gleichen Menge
Alkohol gewonnen. Die Mutterlaugen dienten, wie spater be-
»rlirieben wird, zur Isolirung der beiden isomeren Pyrrolidin-,
rarbonsauren.

Die \ Kristallisationen bestehen zum allergrésslen Theije
ans Aminoeapronsduren und enthalten wahrscheinlich eine kleine
Menge von Aminovaleriansaure. Fm diese abzutrennen, wurden
durch Fmkrystallisiren 7 Fraetionen hergestellt, welche auf ihr

optisches Drehungsvermdgen in  20\oiger * Salzsdure unter-
sucht sind.

20

A 17 ¢ i« ) - T i-0°
B (4 — 4- ,

o] ~4.217-
> (5.7 — 4% 2:5.1*
K. 7.0 4- 27.150
F. 05> = 4- 2).0°
G. (50

4U qg.

Die Fraetionen A und D wurden analysirt und zeigten
die Zusammensetzung der Aminoeapronsaure.' T)ass sie aber
ebensowenig wie die zwisehenliegenden Theile B und O ein-
heitliche Praparate sind, zeigt das Schwanken des Drehungs-
vermogens. Unzweifelhaft bestehen sie zum grdssten Theil
aus dem gewohnlichen Leucin, welches in. der ersten Frae-
ti’\i zum Theil als raccmische Form vorhanden ist. Fir das
active Leucin wird nun allerdings eine specilische Drehung von
— 17,5" von Schulze angegeben, und solange dieser Werth
nicht als zu niedrig erkannt ist, muss man annehmen, dass
in (hr Fraction D und hochst wahrscheinlieh auch in Fl und

eine gleich zusammengesetzte, aber starker drehende Amino-
siure enthalten ist. lhre Isolirung mit Hilfe des Kupfersalzes
"der der PhenyleyanatVerbindung habe ich vergeblich versucht.

Die Fraetionen F und G sind Gemische von Leucin und
Aminovaleriansdure. Man héatte erivarten sollen, dass diese
G iden S&uren sieh durch die Kupfersalze trennen Hessen, da

d* i«'n Loslichkeit in Wasser recht verschieden ist. Leider
H"[ p<-St-yicrV Zeitschrift f. physiol, (ilu-hiie, XXXIII. 11
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liabi-n aber beide Salze die Neigung, zusammen zu krvstallisiivi,
Man erhalt gerade aus diesem Gemisch haufig prachtvoll
dunkelblaue grosse hlatlerige Krystallc, die in lieissem Wa—,
yad leichter 16slien sind als Leucinkupler. lhre Analyse stimm!
ungeféahr auf ein Gemisch von gleichen Molekiilen Leucin-

kupier mal aminovaleriansaurem Kupfer liehst einem Molekiil
Wasser:

IKi\r2 jr luittrockcnes Salz verloren bei 110° 0.0241-'g Wasser

4_HsO. Gerechnet: 0.00"*0 1IsO.

Gefunden: f).55"., »-
O.IHHi jr wasserfreies Salz gaben OHOPP> » oo un,| 0jo-j; J nn

6 0LMiu- v f'>>7..’{ cem. KC 1l ~ ot Inntr.
° e » 0.0098 g (\ai).

Gerechnet: 42£8%%yv 7.10% H, 0,0 % N. 2(U*>, Gu

Pfunden: 1i2.10% » 7.14% 899« » 20.77/

Cd) hier eine wirkliche molekulare Verbindung oder nur

schkrystalle vorliegen, habe ich nicht weiter gepruft.

Die Isolirung der Aminovaieriansiiure wurde hier |.-
sonders durch den Umstand erschwert, dass neben active«
Sauren stets kleinere und wechselnde Mengen der Ilacem-
korper vorhanden sind. In solchen Fillen ist es nach meine,
Erfahrung ralhsam, durch ein- bis zweitdgiges Erhitzen mit
uberschiissigem Barytwasser auf 160—170® im Autdelaven
wobei (ilasgefasse zu vermeiden sind, vOllig zu racemisiren,
tual dann erst die Trennung .ler einzelnen Aminosauren durch
Krystalhsation oder durch die Kupiersalze vorzunehmen. '

leb habe diese Operation, speeiell zur Isolirung der
Ammovalertansgure, mit dem rohen Gemisch der Aminoséuren,
wch hes aus dem Ester der Fraction 80-85» entsteht, vm-

genommen. Das racemisirte Produkt wurde dann durch
Krystalhsation aus Wasser in 3 Fractionen getheilt.

Die leicht losliche Fraction wurde zur Entfernung der
l'yrrolidmcarhonsanre mehrmals mit absolutem Alkohol aus-

gekocht, der Rickstand in wenig Wasser gelost und mit
Alkohol gefillt. Das so erhaltene Produkt, dessen Menge un-
gelahr ;=""des urspringlichen Esters betrug, diente zur Dar-
stellung der Phenyleyanatverhindung bezw. dessen' Anlivdrid.
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{he Analyse des letzteren gab Zahlen, welche aut’ das Derivat
der Aminovaleriansaure stimmen.

0.1772 g Substanz gaben 0,4282 g CO4 und 0.1005 g HtO.
0.1085 » » » 12.4 ccm. N\24°, TOM mm.).
CuH.40,N2. Berechnet: 00.00*, C. 0.42°V H. 12.85' K6 X

Gefunden: 65,90 °/o 6,08 °/o 12,97

Aber der Schmelzpunkt des Produktes 109° lag 8° nie-
driger als bei dem entsprechenden Praparat, welches aus der
Fraction 60—80° gewonnen war.

Die oben erw&hnten wéasserig-alkoholischen Mutterlaugen,
w elche neben gewdhnlichen Aminoséuren die beiden Pyrrolidin-
carbonsauren enthalten, wurden nach Wegdampfen des Alkohols
etwa auf | 2 Liter verdinnt und mit Uberschissigem geféllten
Kupferoxyd IV*  stunden gekocht. Beim Verdampfen des
Filtrats blieben 28 g Kupfersalz zurick. Sie wurden fein
gepulvert und 2 Mal mit je 100 ccm. heissend absoluten.

Alkohol ausgelaugt. Ungelost blieben 10 g, und aus dem
Filtrat fielen beim Erkalten noch 2 g aus, welche dann in

Alkohol sehr schwer l6slich waren.

Das unlésliche Kupfersalz enthélt hauptsachlich die
raeemische a-Pvrrolidincarbonsaure. Es wurde mit
300 ccm. Wasser ausgekocht, von einer kleinen Menge Ruck-
stand filtrirt, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat
im Vacuum zur Trockne verdampft. Beim Auslaugen des
Ruckstandes mit 40 ccm. heissem absoluten Alkohol, welcher
die Pyrrolidincarbonsaure leicht 16st, blieben 1,8 g. Aminosaure

zuriick, welche nach einmaligem Umkrystallisiren aus Wasser
analvsirt wurden:

ff, 1998 g Substanz gaben 0,3888 g GO, und 0,1717 g 11,0.
C5HuUO8SN. Berechnet: 51.28°/» G, 9,40°6 Il. '
CcH130sN. * 54,96° > » 9,92\/ *
Gefunden: 52,52°/» » 9,58°» »
Die Zahlen deuten auf ein Gemisch von etwa */s Amino-
valeriansaure und V3 Aminocapronsaure.

Als bei einem spateren Versuch die entsprechende Sub-
stanz einmal aus Wasser und dann aus Wasser unter Zusatz

von Alkohol umkrystallisirt wurde, ergab die Analyse folgende
Zahlen: '
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0.INK5 g Substanz gaben 0.8559 g CO* und 0.160:4 g Uao.

(».10/0 » » » 1/.0 ccin. X (21,5°. 701.5 mm.l
Berechnet: 51:2N0o C, 9,40° . H. 11,95% X.
Gefunden: 51.fi) "> 9,45° , > ILi9l> »

Du; in der alkoholischen Lésung befindliche Pyrrolidin
carhonsuiire war nunmehr so jrut wie frei von gewoéhnlichen
Aminosauren. Sie wurde nach dimi Verdampfen des Alkohols
ins Kupiersalz zmickverwandelt und dies in 2 Fructioneu
-Vs ~r P*?| zerlegt. Die erste Fraction diente fur die Analvse.

1.2070 g tufttrockenes Salz verloren hei 10N° 0.18S1 g.
10.2210  Sidcdanz gaben 0,8825 g CO,, und 0.1107 g 11,0.
MAThidhX”Ui -j-2 11*0.  Berechnet: 10.90% H,0.

Gefunden: 10,97% . »
% j%04X..;u. Berechnet: 41,10 C. 549% H
Gefunden: 41,08% v 550°) »

Die aus dem Salz in Freiheit gesetzte Sdure gab naeli
einmaligem Umkrystallisiren und Trocknen bei 40° im Vacuum
folgende Zahlen:

0.19:49 g Substanz gaben 0.5700 g CO* und 1:407 g H*O.
G.Ay~X. Berechnet: 52,1«% C, 7,N8% H.
"~ Gefunden: 52.12% » 7,K8% »

Die Substanz zeigte ganz das Verhalten der gewdhnlichen
Pyrrolidincarbonsadure, wie es von Willstatterl) und dann
Von mir2) an den synthetischen Produkten gefunden wurde.

[-PyirOli(lincarbonséaure,

Ihr Kupfersalz ist in dem oben erwadhnten alkoholischen
Auszug enthalten und bleibt beim Verdampfen desselben als
tiefblaue amorphe Masse zurtick.

Ks wurde in \\ asset* gel6st, mit Schwefelwasserstoff zer-
h*gl, das Filtrat unter vermindertem l)rUek verdampft und der
Ruckstand zweimal mit absolutem Alkohol, im Ganzen KMi ccm .
ausgekocht.  Hierbei blieben 1,2 g gewohnliche Aminosaure
zurick, welche von der Pyrrolidincarbonsdure durch den viel
hoheren Schmelz- bezw. Zersetzungspunkt leicht zu unter-
scheiden ist. Das Rohprodukt enthielt 0,5° G mehr, als fir

v Bfr. (L deutsch, .ehern. Gesellsoh., Bd. 8:4, 1160 It
- lhr. d deutsch: chcm Geésellsch.. Bd.A4. 458 (1901).
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Aminovaleriansaure verlangt wird. Nach einmaligem Fm-
krvs.tallisiren aus Wasser, darauf aus Alkohol, gab die bei
12."u getrocknete Substanz folgende Zahlen:

0.2000 g Substanz lieferten 0.H7UH g GO, und 0.1H77 g 11,0.

0.1HtiS * * . 1/ ('Cm. N +20,}) , 7)1 min.h
C.H.dhN. Berechnet: 61,28 G. 0.-f4>°0 11, 11,9».«X.
Gefunden: 51.01°-» » 0.02" " 11.05 '

Die L6ésung, welche in \,778*2 g Salzsdure t20a 0, 0,2073 ¢
Aminosaure, mithin 5,504°,¢ enthielt und ein specilisches Ge-
richt von 1,10 besass, drehte im Decimeterrohr bei 20°
Natriumlieht 1,720 nach rechts.+ A

Wr=+"-

In geschlossener Capillare schmolz die Substanz unter
starker Gasentwicklung bei 285—280° 1202—208° corr.i:

Das alkoholische Filtrat von der Aminovaleriansaure hinter”
'Hess beim raschen Verdampfen die active Pyrrolidinearbon-
sauro als schwach gelbgefarbe krystallinische Masse. Die Aus-
beute betrug 8,5 g.

Zur weiteren Reinigung wurde die S&aure entweder in
heissem Alkohol gel6ést und nach Zusatz von Aether der Kry-
stallisation Uberlassen oder in wenig Wasser gel6dst, nach
Zusatz von Pyridin mit wenig Thierkohle gekocht und das
Filtrat noch etwas eingeengt. Im letzteren Falle schieden sich
lifibsche flache Nadeln ab, welche aber beim spateren Trocknen
an der Luft verwitterten. Schliesslich wurde das zuletzt ge-
nannte Praparat noch einmal aus Alkohol durch Kindunsten
riinkrystallisirt.  Hei der Analyse gaben die drei Praparate
folgende Werthe :

|. Getrocknet bei 110°:

0.1777 ¢ Substanz lieferten In,2 ccm. N 1 IN“ 7H5 min.".
0.10S5 » * 0.0710 g GO, und 0.1115 g UaO
Gefunden: 51,01 ’» G. 71120 1L 11,01 0 * N.

Il. Getrocknet im Vacuum Uuber SchWeielsaurfv:

0.2022 g Substanz lieferten 0.0795 g GO, und 0.1107 g H,0.
0,1710 . : 0.0221 » » 0.1210* >
Gefunden: 51,10 '+ G. 7NO 1 1L
51.15 . » 7.S0u r
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I1l. Getrocknet im Vacuum bei 40 °:

0.1Urj0 « Substanz lieferten 0,3705 g CO02 und 0.1403 g H O
Gefunden: 51.82«o C. 7.00«

L6HIOtN. Illerechnet: 52.18% - 7.83 , 12.17% X,

In Folge der schwierigen Reinigung haben auch .lie
optischen Hestimmungen schwankende Werthe ergeben, nhd
ich halte es fir mdglich, dass selbst die hochste gefundene
Zahl noch etwas zu niedrig ist.

1. Getrocknet Uber Fhosphorsiiurcanhydrid im Vacuum.
«<m,0081 g wasserige Losung, welche 0,4016 g Substanz, mithin
8,792"'« enthielt und das specifische Gewicht 1,026 besass,
drehte im. Decimeterrohr bei 20° Natriumlicht 6,47° nach links.

I --71 M.

Il. 45102 g wasserige Losung, welche 0,4061 g Suh-
stanz, mithin 8,986 °/o enthielt und das specifische Gewicht
t,024 besass, drehte im Decimeterrohr bei 20° Natriumli. It
b,s:i° nach links.

| 2C
% > ~ — 71.22°
1. 10,057tl g waésserige LoOsung, welche 0,8094 g Sub-

stanz, mithin 7,30"/»enthielt und das specifische Gewicht 1.02
besass, drehte im 2-Deeimeterrohr bei 20° Natriumlicht 11,67"

Dor letzte \\ erth entspricht dem reinsten Praparat und
ist deshalb am wahrscheinlichsten.
Von einem Praparat, Welches in wasseriger L&sung

| oit» ..
L°,| I)t —=— [2,G4° zeigte, wurde noch die Drehung in salz-
ahrtT und in alkalischer Losung bestimmt, um den Vergleich

mit anderen Aminosauren unter diesen Bedingungen zu <t-
maoglichen.

Die LOsung in 20°/oiger Salzsaure, welche in 4,50gi ¢
(V*02(> g Substanz, mithin 7,682% enthielt und das.specifisclir
tiewicht 1,118 besass, drehte im Decimeterrohr bei Na-
triumlicht' 4.00° nach Ilinks.

«iD — — jafn
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Die alkalische Losung' (3 ccm. Normalkalilauge -f- Wasser),
wt Iclie in 5,5106 g 0,3157 g Substanz, also 5,729Centhielt
und das specitische Gewicht 1,035 besass, drehte im Decimeter-
Inli* bei 20° Natriumlient 4,95° nach links.

[u]** = — KMK".
Die Zahlen sind selbstverstidndlich nicht ganz genau,
genltigen aber zur vorlaufigen Orientirung.
Heim raschen Erhitzen im Capillarrohr schmolzen alle
divi Praparate unter starker Gasentwicklung bei 203—206°
,206  209° corr.). Dabei tritt, ebenso wie beim Eindampfen des
Kupfersalzes der charakteristische Geruch des Pyrrolidins auf.
Der endgiltige Beweis, dass hier active «-Pyrrolidin-

curbonsdure vorliegt, wurde Uuberdies noch durch Verwandlung

in die inactive Form geliefert. Die Bacemisirung war nach

S5standigem Erhitzen von 1 g Saure mit 2 g kryslallisirtem
Barythydrat und 4 g Wasser aut 140—145° beendet. Nach
der Fallung des Baryts mit Kohlensaure wurde das Kupfersalz
dargcstellt, welches jetzt in Alkohol vollig unléslich war und
maus Wasser krystallisirt die Zusammensetzung des a-pyrrplidin-
rarbonsauren Kupfers hatte . ’

0.210ig lufttrockenes Salz verloren bei 110° 0,0200 g an Gewicht
und lieferten darnach 0.0591 g CUIO.

Berechnet: 10.99 °>, 11./).

Gefunden: 10,810» 7

“1Ih/ Lut Iberechnet: 21.81 0» Cu,
Geflinden: 22.1H0u >

durch ein besser krystallisirtes

habe ich noch ihre Verbindung
mit Phenylisoeyanat bezw. deren Anhydrid dargestellt. Zu

dem Zweck wurden 1,8 g der 1-Pyrrolidinearbonsture in
15 ccm. Normalnatronlauge gelést und nach guter Abkihlung
2 g Phenvlisoevanat in Kkleinen Portionen unter dauerndem
kraftigen .Schitteln zugefigt. Zum Schluss wird die Lodsung
mit etwas Tierkohle durchgeschuttelt, filtrirt und angesduert,
wobei die Plienvlevanatverbindimg als harzige Masse ausfallt.

Di sie wenig Neigung zum Krystallisiren hat, so fligt man
noch so viel Salzsdure zu, dass die Losung etwa', 4 davon

enthélt, und engt auf dem Wasserbade ein, Wobei an Stelle
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'»'Oll...irU.l,, M Ochs die Kristalle \1-s Anhvdrids
hose werden ,,ach de« K.kalten iiluirt und aus etwa 2m,,.,,
kochendem W asi(!r nukrystallj.-irl. Die Substanz ist so|,,n
,(*m und <{i(. Ausbeute recht belriedigeiwl.

In warmem Alkolml und Aceton ist sie erheblich leichter
lo-dich uls in Wasser, in Aether ist aie schwerer lGslich. >n
kryslallisirt aus diesen Flissigkeiten meist in kleinen Prismen
A"* = K= Wovon etwa 110 Tleile zur L6s,,,.
nolliij« Sinrl, lallt Sie heim Kikallcn in hibschen flachen Nadeln
weiche hei W |, Hi,“ cmr.). mithin erheblich héher ab die
maetive Verbindung (1 1S", schmelzen.

I>«* un Vacuum Tiber Schwefelsaure getrocknete Substanz
jrul) Jol<i(*nd<' Zahlen

lU0*- g Mibstanz juibon 0.1770«; CO und .00««,s " ff n

\Y; ' 21t X 17». 7«. ,me); * ' |
LMEeM A~ lteivohnot: ««.«7" , C. ab7°, H. 12.0«0
Fefundeii: ««,«!" 'V -51", » 1>uk»

. Boziilfli<’h ,lor s"""" t"r verweise ich auf ,las beim Rae,
korper besagte, will aber hier der Requemlielikeil halber di
roitilH aotulimi:

CH., CIl-CO

x* FO N-(v.H5
U egen ihrer schdn,.,, Kigenschaften ist die Verbindung z a

r.rkeninmg der active» «-Pyrrolidincarl.onsaiue recht geeignw
leisem entsteht, ist keineswegs gering, denn bei Anwendung
von .«no g des Letzteren konnten allein aus der von 80—So" »
siedenden Kraetioi, der Kstcr tu g active und i g raeemis, Iw
Saure isolirl werden. Aus der néachst niederen Fraction
mwurden noch weitere etwa 2 g gewonnen. Die Gesamml-

mciige der Saure betrug mithin 3.2«..) des Caseins.
Wegen ihrer leichten Ldslielikeit in Wasser und *Alkohol

isl sie allen Inliieren lleol,achtern, welche sieh mit der Spal-

tung des Caseins beschaftigt haben, entgangen. Audi bei
anderen Proleiiislolloii ist die Saure bisher nicht gelundrti

worden. Zwar gibt Schiitzenberger an. dass er aus Athmnm
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durch Spaltung mit BarytWasser unter Druck ungesattigte
Aminosauren von der allgemeinen Formel die
sogenannten Leuceine erhalten habe. Aber er bat keinen dieser
Stolle als chemisches Individuum charakterisirt. Er schliesst.
vielmehr auf ihre Existenz aus der Analyse von Praparaten,
die nach ihrer Gewinnungsweise meiner Erfahrung gemass
nur Gemische gewesen sein koénnen, und ich habe in keiner
seiner Angaben auch nur eine Andeutung linden kénnen, dass
er die Pyrrolidincarbonsdure unter den Hé&nden- hatte.

Schwieriger ist die Frage zu entscheiden, ob die Saure
ein primares Spaltungsprodukt des Gaseins ist: denn man
kann sich auch wohl vorstellen, dass sie unter dem Eihiluss
der Salzsdure secundar aus einem 1,1 Derivat der Valerian-
siure durch Bingschluss entstehe. Ich habe, zunachst an das
Arginiu gedacht, welches durch Abspaltung der. Guanidin-
gruppc in Pyrrolidincarnonsidure Ubergehen konnte, Amct' des-
halb folgenden Versuch ausgefiihrt

l g Argininnitrat, welches mir von Herrn E. Schulze
Ircundlichst zur Verflgung gestellt war, wurde zuerst mit
I' 2 Molekllen Schwefelsaure in verdlinnter wasseriger Losung
versetzt und mehrmals unter vermindertem Druck abdestillirt,
um die Salpetersdure zu entfernen. Dann wurde das Sulfat
mit 20 ccm. rauchender Salzsaure erst (» Stunden um Blck-
llusskiihlor gekocht und schliesslich genau in derselben Weise
wie die Caseiulésung auf die* Ester der Aminosauren ver-
Jl heilet. Da unter diesen Bedingungen gar kein in Aether
|0slicher Ester erhalten wurde, so war offenbar keine Pyrro-
udincarbonsaure gehild(‘t worden.

Ebensowenig gelang es. das Ornithin in Pyrrolidincarboii-
Siure zu verwandeln.

Kir den Versuch diente synthetische Orhithursaure. 1,5 g
wurden mit HO ccm. Salzsaure (25° .) 10 Stunden am Biick-
llusskijliler gekocht, nach dem Abkihlen von der Renzoesdiuc
ol.liltriit, noch 5 Stunden gekocht, verdampft und der Biiek-
*I;)nd zur Entfernung der Benzoesaure mit Aether behandelt.
P't zurick-bleibende Sirup wurde dann in der Ublichen Weise
w,ie>tcrt.  Es resultirte dabei in den* That ein in Aether [6s-
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liclifs Produkt, welches nach dem Verjagon des Aethers dm</,
Kochen mit Wasser verseift und auf Kupfersalz verarbeitet
wurde. Heim Kindampfen der grinen Kuplersalzlisung trat
allerdings ein stark hasiselier tierui-li auf. welcher demijeiug<n
des Pyrrolidins ahnlich war, aber ebenso gut von Tetra-

methylendinmin herriihren konnte. Das Kupiersalz war indessen
nicht allein durch die Farbe, sondern auch durch die ausser-

ordentlich leichte Loslichkeit in kaltem Wasser von dem Salz
der racemischen Pyrrotidincarbonsaure verschieden. Ich glaube
deshalb annehmen zu dirfen, dass Pyrrolidincarbonsaure in
irgendwie erheblicher .Menge bei dem Versuch nicht ent-
standen war*. .

Um die Frage auch noch von einer anderen Seite her
in Angriff zu nehmen, habe ich in Gemeinschaft mit Herrn
Dr. P. A.Lovene einige Versuche uber die Spaltung des Caseins
mit Trypsin angestellt, bei welchen die Salzsdure mir in
alkoholischer Losung zur Veresterung der Aminosauren in
Anwendung kam. Da auch hier die Entstehung von Pyrrn-
lidincarhonsdure heobachet wurde, so halte ich es nach allen
hishei* vorliegenden Erfahrungen fur sehr wahrscheinlich, dass
sie ein primares Spaltungsprodukt ist.

Da hierdurch die Verbindung, welche zum Unterschied
von allen bisher aus Eiweisskorpern durch Hydrolyse erhaltenen
Aminosauren einen stickstoffhaltigen Ring enthéalt, ein erhdhtes
Interesse gewinnt, so habe ieh die Absicht, noch eine Reihe
anderer Proteinstoffe in der gleichen Art zu prifen. Nach
Versuchen des Herrn Dr. Georg Franz kann ich schon jetzt
erwdhnen, dass das kaufliche RIlutfforin bei der Spaltung mit
Salzsaure gleichfalls Pyrrolidincarhonsaure liefert.

Die T raetion 85—110°, deren Menge relativ klein war.
enthielt noch etwas Leucin neben anderen Produkten, die nicht
naher untersucht sind;

Fraction 110—120'

Da dieselbe erhebliche Mengen Asparaginsaureest: r
enthalt, welcher beim Kochen mit Wasser eine complexe Zer-

setzung erfahrt, so wurde zur Verseifung mit Uberschiissigem.
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etwa 20boigem Barytwasser auf dem Wasserbade erhitzt.
Xach kurzer Zeit begann die Abscheidung eines schwach gelb
uetarbten krystallinischen Barvtsalzes. .le nach dem lieber-
scimss von Baryt ist die Verseifung in 1--2 Stunden beendet.
Man l&sst dann erkalten und iiltrirt das abgeschiedene Salz.
Dasselbe ist asparaginsaurer Baryt. Die daraus in bekannter
Weise isolirte Asparaginsaure gab folgende Zahlen:

0.1087 g Substanz lieferten 0.2017 g C.()s und 0,007H g 11,0.
C4AH.04N. Berechnet: 50.00" VC, 5,20% H.
Gefunden: 55,9:2U:V + 5,40% >

Es verdient hervorgehoben zu werden, dass die Saure
zmn grosseren Theile racemisirt war. Die LOsung in Salz-
sdure (10°,0i, welche 8,175" 0 Substanz enthielt und das
spcciiische Gewicht 1,05 besass, drehte im 2-Decimoterrohr
bei 20° Natriumlicht 1,81° nach rechts. Also [a]"jJ) 7,08,
wéhrend die reine active Asparaginsaure unterden gleichen
Bedingungen + 2t>5° gab.*) Die Substanz enthielt also nur
29%, activer Saure. Dadurch erklart sich auch die leichte
Abscheidung des Barytsalzes, denn das neutrale Salz der
activen Saure ist in heissem Wasser sehr leicht l6slich und
kommt unter den Bedingungen des obigen Versuches kaum
zur Abscheidung.

Die vom Barytsalz abfiltrirte Mutterlauge wurde mit
Schwefelsaure vom Baryt befreit und verdampft. Sie enthielt
ausser Asparaginsaure noch leicht I6sliche Aminosauren, Uber
deren Natur ich vorldufig nichts sagen kann.

Die Fraction 120—180" enthéalt viel Asparaginsaure,.
wahrscheinlich auch kleine Mengen Glutaminsaure”und ausser-
dem in Wasser sehr leicht 16sliche Stoffe, die beim Eindampfen
einen eigenthimlichen, an Fleischextract erinnernden Geruch
g ben und wahrscheinlich serindhnliche Stoffe sind. . Ich be-
absichtige, dieselben noch zu untersuchen. Ferner ist in dieser
Fraction der Ester des Phenylalaniné vorhanden.

Fm ihn von den leicht l6slichen Estern der Glutainih-

h E. Fischer, Bor. d. deutsch, ehern. Ges., 32, 2105. 1899,
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mul Asparaginsaute zu trennen, wird (las Gemisch mit der
Tlaehmi Menge kaltem Wasser geschittelt, das ausgeschhdene
tei arn besten durch Kiltration auf einem nassen "Papierfilter
abgetrennt und noch 2 Mal mit der Wachen Menge Wasser
gewaschen. Zur t mwandlung in Phenylalanin wird der rohe
Kster mit der doppelten Menge Barythydrat und der tlIfacl.cn
Menge Wasser unter haitligeni Unischuttehi melireie Stiindcii
auf dem Wasserbade erwarmt. Dabei bleibt ein Theil .1rs
Oels ungeldst, das sind Produkte unbekannter Zusammensetzung.
Aus der wasserigen Losung wird der Baryt quantitativ mit
Schwefelsdure geféllt und beim Verdampfen bleibtdann das
Phenylalanin als fast farblose, meist aus Blattchen bestehende
Kr\>lallmasse zurtick. Seine vollige Beinigung bietet besondere
Schwierigkeiten; Kin mehrmals aus Wasser umkrystallisiries
| ‘raj.arat gab folgende Zahlen, welche noch aufeine merkliche

Verunreinigung hindeuten :

O.Isll g SI>st. lieferten. 0.4800 £ C()# und O,U)H7 » ho.
¥ * 11» ccm. N (L;Y\ 71 mm .
ei(HnOaN. Illeiccdmet : 0 0. fifly =H KfSuX

Gefunden; (iL7U°%> » <Ut)° » S.I-Ud *

Zudem ist das Praparat ein Gemisch von raeomisehem
und aclivem Phenylalanin, deren Mengenverhaltniss selbst-
verstandlich bei verschiedenen Krystallisationen variirt. hm
at live Form st die I-Verbindung, mithin die gleiche, welelm
K. Schulze zuerst in verschiedenen pflanzlichen Proteinstolien
gefunden hat. Dementsprechend dreht die wasserige Losung
«les Gemisches nach links, aber die Starke der Drehung
schwankt. Kin &hnliches Besultat gab die Untersuchung d.-r
henylisocyanatVerbindung. Auch hier waren Schmelzpunkt
und Drehungsvermbgen nicht conWnt. Fir ('in Préaparat,
welches bei I<Vi° (lim corr.) schimpfe, waren die Zahlen lei-
gende-

f,i6lh| g Losung, welche 1,4 ccm. Xormalkalilang-
und (LW)47 g Substanz, mithin & , L enthielt und de
speeifix-he Gewicht 1,0.1 besass. drehte im Decimeterrohr bei

Natriumlicht L16° nach rechts, _ s  10,30°, wdi-
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iciid das Drelmngsvermdgcn des reinen PhcnylisOcyanat-I-
I'nenylalanins sein musste.l)

Ein anderes. Praparat des Phenylistmyanatkdrpcrs wurde
fir die Analyse verwendet:

0.200(5 g Substanz lieferten 0.1071 g CO* und 0.1084 g ttvID.
C,,.H.,U,Nr Berechnet: 67,(50°, (A 7>JiH0 . H.
Gefunden: (57.(52°¢» » 5,7:5° 1 !

Da aber immer noch DilVerenzeti im Schmelzpunkt mit
den genau untersuchten synthetischen Produkten vorhanden
waren, so wurde schliesslich das Phenylalanin aus Casein
durch instandiges Erhitzen mit der Wachen Menge Baryt-
hydrat und der 20fachen Menge Wasser aut 156—ttiU0 vollig
racemisirt. Nach Féllung des Baryts mit Schwefelsdure und
Eindampfen der LOsung schied sich jetzt das racemische Phenyl-
alanin in glanzenden Blattchen ab, welche bekanntlich viel
schwerer l0slich sind als die active Form. Nach einmaligem
Fmkrystallisiren aus Wasser enthielt die bei 100° getrocknete
Substanz noch etwas zu wenig Kohlenstoff:

0.1781 g Substanz gaben 0,1212 g CO02 und 0,1087 g 1120.
COHUO2N. Berechnet: 65.42-. C, 6,66°. H
Gefunden: 64,06% » 6,78\ »

Die aus diesem Praparat hergestellte Phenylisocyanat-
verbindung zeigte dann in Krystallform und Schmelzpunkt
(gef. 1SO—181° corr.) vollige Eebereinstimmung mit dem
synthetischen Produkt. Dasselbe traf auch noch zu fir das
durch Kochen mit Salzsaure entstehende Anhydrid. Dadurch
werden die letzten Zweifel an der Entstehung von Phenylanalin
aus Casein beseitigt.

Die Menge des Phenylalanins ist gering. Bei Anwendung
von 6 g Casein wurden aus der Fraction 180—160° 0 g Roh-
produkt gewonnen. Da etwas Ester beim Waschen mit Wasser

0 Die Bestimmung wurde bisher nur mit der d-Verbindung. aus-
geiiilirt (K. Fischer U.A. Mo.uneyr.il, Ber. d. deutsch. ehern. Gesellsch.,
2:58(5). Leider ist hier durch ein Versehen die Drehungsric hturig
falsch angegeben. Ich habe den Versuch nochmals wiederholt. Das

I iiylisocyanat-d-Phenylalanin'dreht in alkalischer Losung/ niacli links,
b' ist also hier zu setzen Il«iu®— —61.:5".
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verloren geht und da eine andere, allerdings kleinere Men?.,
sich In der niedrigeren Fraction findet, da ferner die Esti-
methode seihst heim reinen Praparat ungefahr 55%/o0 Verluste
bringt, so dai;f man annehmen, dass die Menge des Phenylalanins
nicht weiliger als 21,2°;0 lies Caseins betragt. Trotzdem wirnl**
seine Isulirung ohne die Estermethode wohl recht schwielig
sein, du fir die Trennung von dem Leucin kein brauchbar,.
Verfahren bekannt ist. Thatsachlich ist E. Schuize, wohl der
beste Kenner des Phenylalanins, welcher es zuerst unter den
Spaltungsprodukten der pflanzlichen Proteine fand, bei Aie
Wendung von | kg Casein nicht zum Ziele gelangt, obschon
er bei der Oxydation der rohen Aminosauren mit Bichromat
und Schwefelsdure Benzoesdure erhielt und dadurch auf die
Vermutbung kam, dass Phenylalanin vorhanden sein konnte M

Der Bildung der Benzoesaure soll nach den Angaben von
Seiitulze und Barbieri+1 der Geruch nach Benzaldehyd vois
aufgehen. Ich halte es auch fiir sehr wahrscheinlich, dass in
dem spateren Stadium der Oxydation Benzaldehyd auftritt,
aber das Produkt, welches sich zuerst bildet, hat den
charakteristischen Geruch des Phenylacetaidehyds, und cs
lassen sich mit Hulfe desselben noch recht kleine Mengen
Phenylalanin nachweisen. So genigt es, 0,02 g in 2—8 ccm.
25Adger Schwefelsdure zu 16sen, dann ein Paar Kornchen
Pdchromat hinzuzulugen und zu kochen, um sehr deutlich den
Geruch des Aldehyds zu erhalten.3)

Zusammenfassung der Resultate:

1. Die Trennung der Monoaminosauren durch fractionirte
Destillation ihrer Ester ist den bisher gebrauchlichen Methoden

1) Diese Zeitsohr.. Bd. IX, S. 120, 1885.
r) .tourn. f. prakt, Cliem.. 27, 845, 1888.

Etwas besténdiger sind die fetten Aminosauren gegen oxydiivn P
Agention. So wird das Alanin in verdinnter schwefelsaurer Losung von
(.hromsaure nur langsam angegriffen. L6st man aber dasselb** m
20»0 ig, I H,'hwe(e)siiure; fugt einige Koérnelien Kaliumperrnanganat Imu'w
und kocht, so tritt nach kurzer Zeit auch der Geruch nach Acetaldehyd

auf. Die Bildung von Aldehyden bei der Oxvdation von Aminos-im- n
erfolgt oflVnbar unter Abspaltung von Kohlensaure und Ammoniak:
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zur Isolirung und Erkennung dieser Sauren sowohl an Leistungs-
fahigkeit wie an Schnelligkeit der Ausflihrung weit .Uberlegen.
Line Ausnahme bestellt nur fiur das Tvrosin, welches viel
leichter durch direkte Krystallisation gewonnen wird;

- unter den Spaltungsprodukten des kauflichen Caseins
durch Salzsdure sind ausser den schon beobachteten Amino-
sduren sicher nachgewiesen: Phenylalanin und eine Amino-
valeriansaure von unbekannter Structur. Sehr wahrscheinlich
ist auch die Anwesenheit von Clycocoll gemacht:

d. bei der Hydrolyse des Caseins durch Salzsiure ent-
stehen erhebliche Mengen von a-Pvrrolidincarbonsaure, die
bisher unter den Spaltungsprodukten der Prpteinstuffe noch
nicht gefunden war. Hin Theil der S&ure ist in der bisher
unbekannten activen 1-Form isolirt worden, der andere Theil
war racemisirt. Die S&ure scheint ein primares Spaltungs-
produkt des Caseins zu sein und entsteht auch aus anderen
Proteinstotien, z. B. dem Hluttibrin;

». die mit der Estermethode isolirten Aminosauren sind
theilweise racemisirt, speciell wurde dies nachgewiesen flr
Leucin. Phenylalanin .und Asj»araginsaure. Fur die Isolirung
der einzelnen Sauren durch Krystallisation ist es deshalb rath-
sum, die ganze Menge durch Erhitzen mit BarvtWasser Unter
Druck vorher zu racemisiren;

0. fur die Identificirung der Aminosiuren leistet die
.Untersuchung der Phenylisocyanatverbindung und ihres An-
hydrids manchmal sehr gute Dienste:

b. die schon von E. Schulze bei Gemischen beobachtete
Verénderung in der Loslichkeit der aminosauren Kupfersalze
hat sich an neuen auffallenden Beispielen wieder gezeigt. So
wird das Kupfersalz der Aminovaleriansaure bei Gegenwart
von. 1-Pyrrolidincarbonsdure in absolutem Alkohol 16slich,
Kerner bildet Leucinkupfer mit dem aminovaleriansuuren
Kupier in Wasser leicht losliche grosse Krystalle, welche die
Zusammensetzung einer molekularen Verbindung zeigen;

7. Der Ester des Phenylalanins l&sst sich von den Estern
o r Glutamin- und Asparaginsaure, welche ungeféhr den gleichen
Siedepunkt haben, durch Behandlung mit Wasser leicht trennen.



Kniil Fischer. Leber die Hydrolyse des Caseins, etc

Kochen von Phenylalanin mit Schwefelsaure und

Kal iumbichn>mat tritt der Geruch von Phenylacetaldehyd auf;

itii'l diese Heaction bildet eine ebenso scharfe wie bequeme
Metin»de zur Auffindung des Phenylalanins.

Y, D* wvorstehenden Versuche waren zum Theil aussei-

jrewohnlich nidlisjun und langwierig. Um so mehr fiihle i-i

mich meinem Assistenten, Herrn Dr. Otto Wolfes, fir die

dabei geleistete Hulle zu grossem Dank verpflichtet.



