Beitrage zur Kenntnis der Antipeptone.

Von
Fritz Muller.

Aus *r chemischen Abteilung «les |»hysiojogisi hen Instituts d<r I'nivi rsitiit Leipzig.
(Der Redaktion zugegang«-n am 1*. April

M. Siegfried hat unter den tryptischen Verdauungs-
produkten des Eiweifes mit Hilfe seiner Eisenmetliode zwei
Antipeptone isoliert,]) die er als Antipepton a und Anti-
pepton 1 bezeichnet und denen die einfachsten, dem .Aquivalent-
gewichte entsprechenden Formeln CLHI7N3U. bez. CnX]|(\TsO5
zukommen.

Die Antipeptone haben sich als optisch aktiv erwiesen,
und zwar drehen sie die Ebene des polarisierten Lichts nach

Als Spaltungsprodukte, die Siegfried bei der Zersetzung
mit siedender Sdaure erhielt, sind Lysin, Glutaminsaure und
Asparaginsdure zu erwahnen. Die Enstehiing von Arginin
war zweifelhaft.

Als ich, einer freundlichen Aufforderung dés Herrn Prof.
Siegfried Folge leistend, mich dem Studium der Antipeptone zu -
widmen begann, fiel mir die Aufgabe zu, zunéchst die Methode
nochmals auf ihre absolute Sicherheit in der Anwendung auch
auf andere EiweilRkorper als Witte-Pepton, das in den vor-
wiegenden Fallen als Ausgangsmaterial zu den Darstellungen
der Antipeptone benutzt worden war, zu prifen. Dann sollte

versucht vrerden, Konstanz der Werte fiir das spez. Drehvermégen
der Antipeptone zu erlangen. Das spezifische Drehvermdgen

M. Siegfried, Diese Zeitschrift, FM. XXXV S. 164. — Bericht«*
der deutsch, chem. Ges. Bd. 33 S. 2851.



205> Fritz Miuller.

der Peptone schien nadmlich «ein scharfes Kriterium fir die
Keinheit der Peptone und fiir die Charakteristik derselben
und ihrer Muttersubstanzen, der verschiedenen Eiweil3korper»
ahzugeben.

Wichtig war die Beantwortung der Frage, ob bei der
Spaltung der Antipeptone Arginin entsteht. Einmal scheint
nach den Cntersuchungen von Kussel und Kutscher, die
bis jetzt bei jeder Eiweil3spaltung Arginin gefunden haben, das
Arginin ein fur die Eiweibnatur eines Korpers charakteristisches
Spaltungsprodukt zu sein und zweitens gibt das Auflindetl Von
Arginin unter den Spaltungsprodukten ohne weiteres dartber
Aufschlul3; daB dem Antipepton die einfache MolekulargroRRe
nicht zugeschrieben werden kann; das Argininmolekil enthalt
bekanntlich \ Stickstoffatome, die einfache Formel der Anti-
peptone dagegen bloR drei.

A. Verdauung von W. Kuhnes Antialbumid”

Zunachst sollte versucht werden, Antipepten aus Anti-
albumid darzustellen. Antialbumid nannte bekanntlich W. Kihne
den gegen verdinnte, sieflende Sdure widerstandsfahigen Eiweil3-
kirper. welcher nach seinen Cntersuchungen der Antigruppe
zugehort und der bei der tryptiSohen Verdauung ausschlieRlich
in Antipopton, ohne gleichzeitige Entstehung niederer Spaltungs-
produkte, Ubergehen soll.

W. Kuihne hat s 2t. mundlich Herrn Prof. Siegfried
gegentber die Hite ausgesprochen,. er mochte seine Unter-
suchungen, ob das Antialoumid hei der tryptischen Verdauung
glatt reines Antipepton liefert, gelegentlich weiter verfolgen.

Zunachst sei kurz auf Kihnes und Chittende ns Dar-
stellung von Antialoumid eingegangen. — Die beiden Forscher
unterwarfen teils Huhnereiweil3 und teils Fibrin der Einwirkung
von >" oiger Schwefelsdure hei 100° und erhielten eine
unl6sliche, gallertartige Masse, die von Pepsin in salzsaurer

Losung nicht verdaut wurde, in Soda von 0,5°/o0 aber leicht
[6slich war.
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A,s charakteristisches Merkmal ergab sich, daR ein Zusatz
\on Ili\]»sin zu dieser Losung dieselbe binnen 2 Stunden zur
Gallerte erstarren lieR. Mit fortschreitender Verdauung Kiste
sich die Gallerte wieder bis auf einen Antialoumidrest Ain
dieser Loésung wurde nun mit Alkohol ein strohgelbes Pulver
gelallt, das Kihne Antipepton nannte. Dal es naturlieh kein
reines Antipepton im jetztigen Sinne sein konnte, dirfte ohne
weiteres klar sein. Zudem erhielt das Produkt selbst nach
11 tagiger Reinigung durch Dialyse noch 20—3ir\o Asche.

Ls sollte nun untersucht werden, ob sich aus dem so
gewonnenen Kihnesehen Antipepton mit Hilfe der Sieg frie d-
selien Eisenmethode reines Antipepton darslellen lasse.

Zu dem Zwecke begann ich nach Kuhnes Vorschriftl
Antialboumid aus HuhnereiweilR darzustellen. Die Einzelheiten
des Verfahrens seien in den Hauptziigen wiederholt:

Das Weille von 50 frischen Eiern wurde zu Schaum ge-
schlagen, nach 24stdndigem Stehen von Membranen befreit
und koaguliert.

Das Koagulum wurde nacli dem Waschen und Al,pressen
mit 1500 ccm Wasser und 7 eem engh Schwefelsdure im
Kuli,en wverteilt und 10 Stunden lang im Wassert,ad unter
moglichstem Luttai,scldull auf 100» erhitzt. Das wenig ver-
linderte Eiweil wurde von der Siiure getrennt und nun mit
f | 0,5»;,iger Schwefelsdure 20 Stunden lang auf ]JQO» erhitzt.

Das entstandene Antialbumid, eine graue Gallerte, wurde
gewaschen, zur weiteren Reinigung mit 500 eem O feiger
Salzsdure versetzt und :i-5 Tage im Verdammgsbad der Ein-
wirkung von 5 g Pepsin-Griihler unterworfen. Die (iallerte
hlieh ungel6st; sie wurde durch HOheren von der S&ure betreit,
und gewaschen. Das Waschen der gallertartigen Niederschlage
ging anderst langsam von statten, wurde aber ‘sorgfaltig
betrieben. Aus 50 EiweiBen wurden so in vier analogen
AStellungen je 25 30 g trockenen Antialbumid gewonnen.

__ Das Antialbumid verhielt sich ganz wie das Kiihnesche
Praparat. Die Gallerte wurde in | | ",5" ..iger Soda gelost

b Kihne und Chittenden. Zeitsohr. fir Biologie IW. fa s ,«5



208 Fritz Muller.

uihl mit "5 g Trypsin-tirtbler bei 10° verdaut. Es trat stets
«las charakteristische Antialbumidgerinnsel auf, das sieh im

Verlauf der Verdauungszeit. die zwischen 5 und 7 Tagen
schwankte, bis aut unbedeutende Heste wieder l6ste.— Diese
Losun«? wurde zur Entfernung nur geldosten Antialomnids mit
Essigsaure neutralisiert und erwahnt, wobei sich geringe Mengen
Anhalbumid wieder abschieden, liltriert und im Vacuum zum
Siuip eingedamptt. Die Fallung mit Alkohol ergab ein stroh-
gelbes Pulver; im Fdtrat wurde durch Zusatz von Ather ein
weiterer Niederschlag erhalten. Die (iesamtausbeute aus vier
Darstellungen betrug :iI0 g. Das nicht dialvsierte Praparat
enthielt 12.7"." Asche. :

Dieses Antipepton gab deutliche Piuretreaktion: die
Millonsehe Peaktion war negativ.

Zur Weiterbehandlung wurden die 00 g Substanz bei
10" mit Ammonsullat gesattigt und in neutraler, saurer und
ammoniakUlischer Loésung je 24 Stunden stellen gelassen; da-
la*i schied sich eine belracldliehe Menge Albumose ab. Diese
wurde abtiltriert und im Filtrat nun nach M. Siegfrieds
Methode mit Eisenammoniakulaun versetzt. Die aus stark

saurer, bez. mit Anunoniak abgestumpfter Ldsung erhaltenen

mit Laryt zersetzt, der Lberschub mit Ammoncarbonat ent-
hTnt und im Vacuum bei 10" eingedampfl. Die so erhaltenen
Sirupe wurden mit Essigsdure versetzt und so viel Alkohol
zugegeben, dal» der entstehende Niederschlag eben wieder ver-
schwand. Heim Verrtihren dieser Lo6sungen wurden weihe.
tlockige Niederschlage erhalten, deren Menge jedoch &auberst
gering war, was beider nachgewiesenen starken Verunreinigung
des Kulm eschen Antipeptons mit Albumose und dem hohen
A>chegehalt nicht Uberrasch(»n konnte.

Das von Kuhne aus Antialboumid gewonnene «Antipepton >
td also kein geeignetes Material zur Darstellung von reinem
Antipi ptoii.  bhgab .-omit diesen W eg der Antipeptongewinnung
auf-und begann mit der tryptischeii Verdauung von' Fibrin. ?
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B. Darstellung der Antipeptone aus Fibrin.

Die Methode'Siegfrieds verlangt peinliehe Befolgung der
Vorschriften, wenn man sicher sein will, reines Pepton zu
gewinnen.

Nach einigen kleineren Vorversuehen, wurden 1< kg
feuchtes, gnt gewaschenes Fibrin mit 16 | (>,.> ,»iger Soda-
Iosung und 7 g Trypsin-Grubler in 2 Kolben zur Verdauung an-
g<-setzt. Durch Zusatz von Chloroform und Thymol wirde gut
vor F&ulnis geschitzt. Nach Verlauf von K Tagen wurden
weitere t.» g Trypsin zugesetzt und nun das, Ganze unter steter
Kontrolle 4 Wochen verdauen gelassen. Die Séttigung einer
Probe mit Ammonsulfat ergab alsdann nur noch eine geringe
Abscheidung von Albumose und die Verdauung konnte somit
abgebrochen werden. Die Verdauungslosung wurde ganz nach
Vorschrift mit Schwefelsdure neutralisiert, nach 24 Stunden
filtriert und durch Sattigen mit Ammonsulfat in saurer, neu-
traler und ammoniakalischer Losung von der abgeschiedenen
Albumose befreit. In der sauren, ammonsulfatgesattigten Losung
wurde die Eisenfallung I mit ammonsulfatgesattigter Eiscn-
ammoniakalaunlosung ausgeftihrt und vom Niederschlag filtriert,
Im Filtrat wurde die -Zwischenféllung durch weiteren Zu-
satz von Eisenammoniakalaunlésung und Neutralisation mit
konzentriertem wasserigen Ammoniak gemacht. Nach deren
Entfernung wurde so lange unter stetem Blhren feingepulverter
Eisenammoniakalaun eingetragen und die entsichende saure
Losung mit konzentriertem Ammoniak unter Vermeidung neu-
traler Reaktion abgestumpft, bis eine Probe des Filtrats nur
noch schwache Biuretreaktion gab.

Beide Eisenniederschlédge wurden nun nach Vorschrift weiter
verarbeitet. Sie wurden mehrfach mit gesattigter Ammdonsulfat-
losung verrieben und abgenutscht. Dann wurde Eisennieder-
‘<hlag | durch Verriihren mit Wasser, Losen in Ammoniak
und Sattigen des Filtrats vom entstandenen Eisenowdhydrat
mit Ammonsulfat in neutraler, saurer und animnmakalisoher
Losung von den letzten Resten der Albumose befreit, wieder
Irisch gefallt und gut gewaschen. ’
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r>el  Eisenniederschlag || wurde in gesattigter Ammon-
sulfatlosung verrihrt. durch Zusatz von konzentrierter Schwefel-

saure in Losung gebracht und durch Abstumpfen mit konzen-
triertem Ammoniak wieder ausgefallt und gewaschen. — Beide
Eisenniedcrschlage wurden nun mit Baryt unter Vermeidung
eines grilieren Leerschusses zersetzt und das Filtrat mit Ammon-
earbonat vom Baryt befreit. Die so erhaltenen Peptonlésungen
wurden im \ acuiim bei 40° eingedampft, der entstehende Sirup
mit 12n «iger Essigsdure versetzt und soviel Alkohol zu-
gegeben, dal» sich der entstehende Niederschlag eben wieder
I6ste. Die filtrierte Losung wurde in Alkohol verruhrt. Wahrend
nun bei dieser Darstellung A aus (ler Peptonlosung R ein
weiller, lockiger Niederschlag Hel. der bei geringem Asche-
gehalt analysenrein war, gelang es mir bei diesem Versuche
nicht, aus der Peptonlésung a ein reines Praparat zu erhalten.
Die Ausbeute war zu gering, um dasselbe reinigen zu kénnen

Inzwischen waren weitere 15 kg feuchtes Fibrin verdaut
und analog behandelt worden. Diese Darstellung B ergab so-
wohl reine, als auch aschefreie Antij>eptone in geniigender
Ausbeute. An vollig reinem Antipepton B wurden 18,5 g,
an Antipepton a OD g gewonnen.

Schlieldlich wurde bei einer neuen Darstellung die Methode
modifiziert.

Zum Versuch wurden 100 g Wittepepton in 3 | 0,3«/oiger
Soda gelost und mit 3 g Trypsin verdaut. Von der Uberlegung
ausgehend, dal das mihsame und zeitraubende Auswaschen
der Eisenniedersc hlage beim Arbeiten in alkoholischer, ammon-
sullatgosattigter Losung schneller vor sich gehen wiirde, wurde
ein Teil, der Verdauungslosung mit dem gleichen Volumen
Athylalkohol versetzt und darauf mit Ammonsulfat gesattigt.
Am anderen Tage hatte sich eine 6lige Schicht von alkoholi-
schem Ammonsulfat abgeschieden, die auch bei der Vermin-
derung des Alkoholgehalts bis auf 30°to bestehen blieb. Da
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iidde Seilichten peptonhaltig waren, war somit Athylalkohol
nicht zu verwenden.

Deshalb wurde zu dem liest der Verdauungslésnng ein
gltdehes VVolumen gesattigter Ammonsulfatlésung und ein VVolumen
Methylalkohol gegeben, und die Féllung der Eisenniederschlage
in dieser LoOsung ausgefuhrt. In Wer Tat lielcn die Nieder-
schldge so, dali sie sieh bedeutend leichter — mit einer Mi-

schung von 2 .Teilen halbgesultigter AmmonsuHatlbsiing und
I Teil Methylalkohol — auswaschen lieben, sodali fir Arbeiten

mit gréberen Portionen eine betrachtliche Zeitersparnis zu
erwarten ist.

Die Zersetzung des Eisenniederschlags Il dieser Portion
wurde zu Ende gefihrt und lieferte 2,0 g Antipepton u. Das
| laparat war nach einmaligem Lmféllen analvsenrein. Es gab
den dem Antipepton « entsprechenden Wert fir das spez.
Drehvermogen (S. 277).

Zusammensetzung und Eigenschaften der Antipeptone.

Die Antipeptone wurden samtlich bei 70° im Luftbad
getrocknet. In der Regel wurde nach 10—U Tagen Konstanz
erreicht.

a) Antipeptone R aus Eisenniederschlag I.

Darstellung A:

1. 0,2002 g s. ¢ t'PO* = 4s.0ho, C !
[0.1248 u H/I 7.07% H
2 °«18fi2 S & ¢g. 25 mn N bei 100* und 7HS nun Bar.

N — 1585 - Aschegrlialt 1.1;1,,
Darstellung B: das Praparat war vollig aschefrei.
3 0.2248 g sg / °8nMI r cot r C ™
| 0.148« ¢ = 713°» H o
Vv 4, 017H8 g S. ¢ e A'-O, = 48.27% t;

6 \0.1103 g HO= 7,05% H
5. 0.2205 g S. g. 255 mn N bei 20 ““und 701 nun Ihr.

N = 15,08°o.
Dieses Praparat wurde dreimal durch Ldsen in, Wasse
und Eintrdgen in Alkohol umgefillt. — Zur Umfullung ge

langten is g Antipepton &.
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Die Ausbeute nach der 1. Umféllung betrug 6,0 g — 82*V.>,
5 g hiervon wurden zur 2. Umféllung verwendet. Die
Ausbeute war HO g — 00° o.
2 g der 2. Umfallung wurden zur % Umféllung benutzt.
Die Ausbeute betrug g = ()5fto.
In tien Mutterlaugen blieben somit:
bei der 1. Umfdllung AAg t8°
bei der 2. Umféllung 2 g _: 10«0
bei der M. Umfallung 0.7 g —-35° »

Die 0. Umféllung wurde analysiert.

0. lig&ft» T >. il | 01122 .Gol, = ssim0 0

| ujy)itujr 11,0 720 |l
7.0.1170 g S. g. liljH ccm X bei 19.5° lind 769 mm Har.
X -- tr>.Hiu.

Die Zusammensetzung des Antipeptons B war also auch
nach dreimaligemUmféllen dieselbe geblieben. Hieraus ist
von neuem bestatigt, dull das zur Umfallung verwendete Anti-
pepton ein einheitlicher Korper ist. ware es ein Gemisch
verschiedener Korper, so mihte bei dem hohen Prozentsatz
der. in der Mutterlauge verbleibenden Anteile notwendig eine
Anderung der Zusammensetzung eintroten.

Oe fu toi eile Frozen I« Hereehnete
" ” Praparat U. Prozente
Praparat A. Praparat I». L. rmfall. fiir
No. | 2 H. . , {
0 isoM — SIS 1827 5. 15 18;H5
I 7ol — 711 Tns 7.20 1
X — 16 trois irs.:u 10.AS

b) Antipepton a aus Kisenniederschlag II.
Darstellung B:
Das Praparat wurde in 2 Teilen geféllt.

|. Fullung. Das Praparat war vollig aschefrei.
| oii]>ir< | « C
"r rloloss jt hjo = > H
2.0,1770 g S. g. 2» ccm X bei 20° und 755,5 mm Har.
X — n;.t,0°,.
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3, 0.1752 g s* g- 24,1 ecm X bei 210 und 7<% mm Bar,
N — 16,00°...

Das Praparat war gleichfalls aschefrei.
4 (M307 - s 2 «M=mmac
" * 10.0853 g HIO = 6,84°/0 H
5.-0.1377 g S. g. 10,3 ccm X bei 14° und 748 nun Bar.
N = 16.04°,.
Darstellung C (Methylalkoholmethode).'
| 0.3078 g CO, = 46,22°"0 C
| 0.1470 g H,0 = 6.09°% H

7. 0,2276 g S. 9. 32.0 ecm N bei 14® und 748 mm Bar.
- X = 16.46%. — Aschegehalt 0,4 °/o.

6. 0.2355 g S. g.

Gefunden«* Pruzehte Berechnete
Praparat B, Praparat B. y ,
L 1 all fi. Kaii, Préparat (" P“}E?”te
Xu. | 2 3. 4, 5, 6. 7 (boX3ll,:0,
c 4613 — — [ 4611 — 4622 — 46,33
I 630 — 681 _ | 600 — 6.56
X 7 1660 16.00 — 1604 | _ 1646 16.21

Zur Darstellung der Salze der Anlipeptono wurden die
hei der Polarisation benutzten Losungen verwendet. Das Zink- *
salz wurde durch Aufkoehen mit reinem Zinkoxyd, das Baryt-
salz durch Zusatz von uUberschissigem Barytwasser in der
Kalte, Einleiten von Kohlensaure und Aufkochen gewonnen.

Der Peptongehalt der Polarisationslésungen war zu gering,
um die Salze aus den Losungen mit Alkohol zu fallen. Sie
wurden vielmehr direkt bei niederer Temperatur eingedampft,
bei 700 bis Zl|r Konstanz getrocknet und dann verascht.

1. Baryumsalz ans Antipepton [3:
0.2620 g S. g. 0.0002 g BasS04 ~ 0.0520 g ||a
Gefunden: Berechnet fur i~.UNX"N1 B*
\Jy% °j Ba = 20.16 20,16.

2. Zinksalz aus Antipepton u:
0,2317 g S. g. 0,0312 g ZnO = 0.0251 g Zn
Gefunden: Berechnet fur -CI10N306Hlsi, Zn
°0 Zn = 10.83 11.25.
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3. Baryumsalz aus Antipepton a nach zweimaligem Um-
fallen ries Peptons:

naxtd « S. w. 0.;wo | BaS<V

(iefumlen: Berechnet fir r.,,N/J.11,,,), Ra
f~ Ba — 21.2U 21.ua.

I. Baryumsalz aus Antipepton a nach 3maligem Um-

0.27SU # s. g, 0.00sn g BaS<>4
(iefunden: Berechnet fur Ba Y

u1. Ba = 20.82 21.08.

Die Reaktionen der Antipeptone waren folgende:

1. Die MiHonsehe Reaktion: negativ.

2. Molischsehe Reaktion: negativ, in einem Falle in
kf mzentrierter LOsung schwach positiv.

3. Biuret-Reaktion: stark positiv.

4. herrocyankalium und Essigsaure: geben keine Triibung.

o. Bleiessig: féllt nicht in verdlnnter Losung (in einem
Fall auch in konz. LOsung nicht).

(). Pikrinsaure: gibt eine geringe Tribung, die beim Er-
hitzen verschwindet und beim Erkalten wieder erscheint (in
einem Falle auch in konz. Losung keine Tribung).

7. Gerbsaure: gibt in nicht zu verdinnter LOsung eine
Fallung, die in Essigsaure loslich ist.

8. Metaphosphorsaure: gibt keine Tribung.

9. Sublimat: gibt ganz schwache Tribung.

10. Phosphorwolframsduse: gibt in konzentrierter Ldsung
eine Féllung, in verdldnnter nicht.

M. Xanthoprotein-Reaktion : positiv.

Nach diesen Ubereinstimmungen in Zusammensetzung,
Salzbildung und Reaktionen kann kein Zweifel mehr vorliegen,
dal» die von mir aus Fibrin dargestellten Antipeptone rein lvvaren.

1

C. Nachweis der Konstanz des spez. Drehvermdogens
der Antipeptone.

Die beiden Antipeptone drehen die Ebene des polarisierten
Lichtes nach links.

FUr das L mtallen der Substanz hat es sich im Laufe der
Untersuchungen im Laboratorium als am zweckmaligsten er-
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wiesen, 2 Teile des l'optons in 3 Teilen Wasser zu l6sen und
dann portionsweise 2 Teile absoluten Alkohol zuzugeben Ver-

riihrt man diese Losung in Alkohol, so lallt das urspringlich weili-
I.flockige Pepton in kleinen, mitunter leicht geliirblen Nidelchen

keine krystallei, die gut absitzen und sieh sehr bequem als-

wasdie" ilasspn- — Ein Zusatz von Essigsaure zu
der Losung, der bei der Fallung des ersten, im Vacuum ge-
wonnenen Sirups notig ist, um das noch zum Teil als Ammon-
salz vorliegende Antipepton zu zersetzen, schien bei der Um-
kdlung an sich nicht erforderlich zu sein, wenn man das
lepton mdglichst vor Anziehung von Ammoniak' aus der Luft
geschutzt hatte.

Es wurde die bemerkenswerte Tatsache beobachtet
dass wenn das Pepton aus rein wasseriger LOsung um-
geldllP wurde, das Drehvermdgen anstieg: wurde hingegen
eme Spur Essigsaure zngeseizt, so sank das Drehvermdgen
aut den konstanten Wert zurlck.

mDer Volumenprozentgehalt der polarisierten LoOsungen
avutde vorwiegend durch Trocknen abgewogener Subsbmz-
ineugen bei /<>" bis zur Gewichtskonstanz, Loésen und Aul-
lillen auf ein gemessenes VVolumen bestimmt. In einigen Féllen

wurde die Substanz blofi zur Verjagung des Alkohols einige

| age un Irockensehrank gehalten, gel6st, judarjsiert und
" ?\ Eindamplen eines gemessenen Volumens der Prozent

trehalt bestimmit. |

Spez’' Drehvermdgen von Antipepton
K i kil' ""c' » An*iK-H«n  aus Darrtettung A worden -im U0 «
I . len gdost. Pmzentgehalt mithin 2.1!«. Drehung im 1 dni-R
nach links. t = IHn !
Hieraus ergibt sich:

. 18 _
|a;b
,2' 0,3838 g Antipepton ? aus Darstellung B wurden im 25 ¢

jV'dbchen gelost.  Prozentgehalt 1.5852. Die Ablenkung im 2 dm-P
Mtrug 1,00° n. L t=20° c m?{m?”

jaii) =—=82.57°.
. Mal»", h #="T Pr8[>ara'es "~ankn umgeféllt und zwar d,e er«
. 9ole ohne Zusatz von Essigsaure zu der wiissengen Ldsung



276 Fritz M uller.

Das Praparat wurde nach der 2 Umfallung polarisiert. Die
2.1;23'%ige Losung drehte im 2 dm-Rohr 1.450 n. 1 tr=22°

I «]?, =-:15,54b. |

4. Polarisation der 3. Umféallung: Die 1,357%ige LoOsung drehte

im 2 dm-Rohr 1,11° n. 1. t=20°
[«ld =---40.;r.

Ls stieg also die spez. Drehung des Praparates durch
3maliges Umféllen von —32,38° auf —40,9°. Die em-
. pirische Zusammensetzung hatte sich dabei nicht gedndert, wie
die Analyse auf S. 272 ergibt.

Jetzt wurde das 3 mal umgefillte Praparat aus wasseriger
Losung unter Zusatz einer Spur Essigsdure umgefillt. Die

Polarisation dieser 4. Umfullung ergab:

> n.li0 g wurden im 2;> ocm-Koélbchen gelist. Prozentgehalt
L25CT. Ablenkung im 2 dm-Rohr 0,81 n I. t=20°

i«fi>> = —32,25°.
Somit war durch die Einwirkung der Essigsaure der
\\ (‘rt tiir (lie spez. Drehung mit einem Schlage auf den kore
slanton Wert zuriickgegangen.
Die Vermutung lag nahe, daB in den Fallen 3 und 4 eine
Aufnahme von Ammoniak die Drehung der Polarisationsebene
erhoht habe, da ja die Peptone leicht beim Stehen an der Lull

Ammoniak binden.

0. Zum Versuch Wurde die Lo6sung der Umféallung II, die ver-
schlossen hei Zusatz eines Tropfens C.hloroform aufbewahrt worden war,
mit einem Tropfen konzentriertem Ammoniak versetzt, sodal} die Lésung
alkalisch reagierte, und polarisiert:

Prozentgehalt der Losung 2,023. Ablenkung im 2 dm-Rohr 1.44
nach links, t = 20°

Wd = — 35.50®.
Jetzt wurden von der Umfullung IV tmit Essigsdure un -
gefillt) lo ccm der Loésung mit 5 ccm konzentriertem Ammoniak

versetzt und polarisiert
' Prozentgehalt 0,042. Die Ablenkung betrug im 2 dm-Rohr
0,54 n. . t—20°

[«lg* = — 28.0(5«.
Die Drehung war also in ammoniakalischer Losung keines-
wegs erhoht, sondern sogar erniedrigt worden.
Zum Beweis, dal} das mit Essigsaure umgeféllte Praparat
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durch sorgsames Auswaschen absolut von Essigsaure, helreit
war* wurde die polarisierte Losung mit Schwefelsdure im
UberschuB versetzt und destilliert. Das Destillat gal» auf
Lackmus keine Saurereaktion. Es wurde mit 2 Tropfen Soda-
I0sung zur Trokne gedampft und die Kakodylprobe angestellt.
Sie fiel absolut negativ aus. — Somit war bewiesen, dal eilig
Verunreinigung mit Essigsaure nicht die Anderung der spez.
Drehung hervorgerufen hat. .

Beim Einfallen der Antipeptone aus wasseriger LOsung
Scheint demnach eine intramolekulare Umwandlung des Anti-
peptons R einzutreten, die durch die Einwirkung einer Spur
Essigsdure wieder aufgehoben wird.

Das spez. Drehvermdgen von Antipepton B aus
Fibrin betragt.

~i1<du'=-32,p>. I
Spez. Drehvermdgen von Antipepton a.

Die Untersuchungen des spez. Drehvermoégens von Anti-
pepton a wurden an den Prparaten aus Darstellung B und
Darstellung C (mit der Methylalkoholmethode aus Wittepepton)
angestellt.

Alle Umféllungen wurden unter Zusatz einer Spur Essig-
saure vorgenommen. Die Drehung des ersteren Praparates
wurde erst nach der zweiten Umféllung konstant.

5 g Antipepton a aus Darstellung B wurden 3 mal aus
wasseriger Losung mit Essigsidurezusatz umgefallt und die ein-

zelnen Fallungen polarisiert.
8. I. Umfallung: Die 1,4410° uige LOsung drehte im 2 dm-Rohr
0570 n, 1. t= 20>
1«]d ——e>_““o ' $
9. LI. Umféllung: 0,8713 g wurden im 25 ccm-Koélbehen gelost.
Prozentgehalt 1.4852, Ablenkung im 2 dm-Hohr 0,73° n. 1. t=20°
<= -2i,57r ) ?
10. HI. Umfallung: 0,5107 g gelost im 25 ccm-Kolbchen. Pro/.ent-
gvhalt 2,0428. Ablenkung im 2 dm-Hohr 1,00 n. 1. t=20°

11. Vom Antipepton C «, aus W.ittepepton gewonnen, wurden
' 18,70 g im 25 ccm-Kolbchen gelost.  Prozentgehalt 1,9504. Die Ab-
lenkung Im 2 din-Rohr betrug 0,97 n. 1. t=20°

[«ld =—24.87°.
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Das spez. Drehvermdgen von Antipepton et ist
«om il
k»=-24.06
Dali eine KonzentrationsVerschiedenheit der L&sungen
zwischen 34 und 2° 0 ohne EinfluR auf das spez. Dreh*
vermoOgen der Antipeptone ist, wurde in mehreren Féllen durch
Polarisieren «ler LOsungen nach geeigneter Verdinnung be-
wiesen. Die gefundenen Werte blieben innerhalb der Be-
obachtungsfehler stets konstant.
12. Die Losung :t wurde auf dasdoppelte Volumeh verdinnt
Prozentgehalt 1.011a. Ablenkung im 2 dm-Uohr 0,720 n. 1. t=20°
|u]R>> — H5.500,

Id. Die Losung 10 wurde in halber Konzentration polarisiert.
Prozent™elialt 0.7120. Ablenkung im 2 dm-Rolir 0.87° n. |
i«£ =-21.01-V
II. Die LOsung 11 wurde bei einem Prozentgebalt von 0.0752
polarisiert. Ablenkung im 2 dm-Rolir 01<s> n. 1 t=20°
L [«iE'=-24,<;p>

D. Spaltungen der Antipeptone.
In der Einleitung habe ich bereits die Hauptzwecke der

angestelllen Spaltungsversuche angegeben. Vorangestellt sein
moge nochmals, was Siegfried betont hat, dal' es fraglich
ist, ob hei der Spaltung durch siedende Saure blof3 eine
Trennung der typischen, am Aufbau des Antipeptonmolekiils
beledigten (Truppen eintritt; denn viel nadher, als die Vor-
stellung, dal} das EiweiBmolekil etwa nur aus Anhydriden
von Amidosduren und Hasen besteht, liegt die Annahme, daf
hei der Spaltung der Proteinstofle durch Mineralsduren auch
Kohlenstoffketten und Kohlenstoff-Stickstoff-Verkettungen ge-
spalten werden, dall diese Spaltungen teils an dieser, teils
an jener Stelle ansetzen, sodal} die entstehenden Spaltungs-
produkte in Summa viel mehr C-Atome enthalten als das
urspringliche Eiweilmolekdl. >

-LL5 g trockenes Antipepton a wurden mit der dreifachen
Menge konz. Schwefelsdure und der (ifachen Menge Wassers
12 Stunden am RuckfluRkihler zum Sieden erhitzt. Die
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Losung WIIr<* nuis \lache Volumen venliimt und filtriert,
'woher ein  Korper von der Ar! der Sch m ied ebcrgsehcn
Melanoidinsdure nicht zuriickblieb: die Lésung war bis an!*
ganz: geringe Spuren Klar.

,[Die Spaltungslésung wurde mit f)0"Mfg&f. Thos|>hor-
vvolframsduro gejitUl.

a) Der Vhrisphorwolframsaureniederschh,(r

Der abgesaugte und mit Kkalter l«rcr - Schwefel sdure
gewaschene Ni<'<ierschla" der Dasen wurde in Wasser ver-
iahrt, aut 10° erwarmt und mit Mille von Ammoniak in
Losung gebracht. Die» IMiosphnrwdframsaure und Schwefel-
siure wurden durch Kallcn mit Daryt entfernt. das Kiltrat
rliirch  Ammonearbonal von dem geringen Uberschuh des
Daryls befreit und die Losung auf dem Wasserbad eben zur
trockne gedampft. Der Kickstand wurde mit 100 ccm Wasser
a-ilgcnnmmen, in der Schiitteltlasche solange mit Silbornitrat-
[osung versetzt. bis ein Tropfen mit Darytwasser Gelbfarbung
gab, und hierauf mit gepulvertem Daryt gesattigt. Der enh
~féandcne, schwarze Niederschlag wurde sofort abgcsaugl, mit
-« sittigtem Darytwasser gewaschen und auf AfffiiifH und
Histidin untersucht. L

Kr wurde in Wasser verrihrt und mit Schwefelsaure und
Salzsaure zur Entfernung des Daryts und'Silbers versetzt; das
| iltrat wurde wieder mit Dhosphorwolframsiure gefallt. Der
Niederschlag wurde abgesaugt und mit kalter Tr ager Schwefel-
sdure gewaschen. Dann wurde er wie oben in wasserigem
Ammoniak geldst, mit Daryt zersetzt und nach Kntlmmng des
| hei Schusses mit Ammoncarbonat auf dem Wasserbad zur
Trockne gedampft. Kr wog 1.7 g. Der in wenig Wasser
getostc Diickstand wurde in konz. Salpetersaure bis eben zur
saueren Deaktion auf Kongopapier und alsdann mit 2 g Silbcr-

iiifrat versetzt. Ks entstand (dm* schwache Tribung. Aut
Zusatz der IOfaeheii Menge Alkohol schieden sieh spérlhdt

| raum* Klocken ah, von (lenen abliltriert wurde und deren
| ntersuchiing auf Histidin weg(*n ihrer geringen Menge unter-

i il’, ri »nullte*,  Zum Kiltrat wurde Ather gesetzt, worauf eine
U S i-2Z-i: .r0f | X\XV111L p»
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weildt; Tribung entstand, die al>er beim Stehen Uber Nacht
sieh in Schmieren am Hoden niedersctzte. Trotz langeren
Steliens in der Kalte und portionsweison Zusatzes von Ather
tfelan"” es nicht, Kryslalle zu erhallen. Deshalb wurde das
Ganze nochmals eingedampft, in mdglichst wenig Wasser und
etwas wasserigem Silbernitrat aufgenommen, mit dem Machen
Volumen Alkohol versetzt und Ather zugegeben, wahrend die
Lésung noch etwas warm war. Es entstand eine braunliche
Tribung, die beim Stehen, gelb gefarbte Kryslalle in kugeligen
Aggregaten absetzte. Auf portionswoisen Zusatz von* Ather
setzlen sich alsdann dartiber weihe Nadeln ab. Diese wurden
abgesaugt und mit Ather gewaschen. Nach einmaligem Tm-
krystallisieren wurden rein weil3e Krystalle von der Zusammen-
setzung und dem Schmelzpunkt des saueren Arginin-Silber-

nitrats erhalten. Die Ausbeute betrug 0,8 g.
Zur Analyse wurde die Substanz im Vacuum UberSchvvelel-

saure getrocknet.
0.IM2U jr S. g. 0.0{SO Ag — 2U.72"

OlgaH g K. g. 21,5 ermm N bei mul 75H.5 mm Har.
X- go.al’..
(iflumten: berechnet fur C,.I114X40s. HX().,, AgXO,
Xg — gl».7g0* 2(i6;
X =207 " &< MWO:«.

Die Schmelzpunktbeslimmimg ergab 17(i—176,0° luncorr.i.
in [IMTeiliistinimung mit den Beobachtungen vmiGule witzsch.!|

der fur #» Praparate von sauerem Argininsilbernitrat (aus
tierischem Eiwei3) 1SO—18d°, ISO—1S1° und 176--177°land

V on einer Bestimmung des optischen Drehvermdgens mulite
leider abgesehen werden, da die mir nach einem Verluste von
0,2 g noch verbleibende Menge bei dom niedrigen Drehvermégen
zur Bestimmung nicht ausreichte.

Das Filtrat vom Argininniederschlag wurde gleichfalls
mit Schwefelsaure und Salzsaure von Baryt und Silber befreit
[[nd wiederum mit Phosphorwolframsaure geféllt. Der Nieder-
schlag wurde in Wasser verrihrt,- bei 10" in Ammoniak gel6st,
mit Baryt zersetzt und der fbersehuf3 von Baryt mit Ammon-

I (iul.-wi I/.seli. Hi,.Sc Zeilscln*., 11l XWU. S. giO.
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Carbonat entfernt; Das Filtrat wurde zur Trockne

tier Rickstand wog 1.5 g. — Durch analoge Reliandlung wie
I'(i,n Arginin wurde ein Silbersalz hergestellL  Die alkoholische
Losung schied auf Zusatz von Ather Schmieren ab, die bei
eiueni gewissen Verhaltnis von Alkohol und Ather fest wurden,
aber nicht krystallinisch waren. — Nach vergeblichen Ver-
suchen, Krystalle Von Lysinsilber zu erhalten, wurde zur Trockne
gedampft, in Wasser geldst, mit Salzsdure zersetzt und das
filtrat mit Pliosphorwolfrainsdure gefallt. Der Niederschlag
wurde wie oben zersetzt und eingedampft. Der Ruckstand
wog noch 0,0 g. Kr wurde in wenig Wasser geldst, mit 2 g
festem Platinchlorid versetzt und mit Alkohol gelallL

L Schon nach 10 Minuten hatten sieh 'eine-.Menge '.gelber
Nadeln abgesetzt, die nach mehrtdgigem Stehen ahgcsaugl,
gewaschen und Uber Schwefelsdaure getrocknet wurdek Ihr
(iewicht betrug 1,3 g.

0,20ta g S. g. 0.0tP><; g pt.
Oefundon: Berechnet fir CON,I11408.211CI.PU11/-}- O.I1.OH
0» Pt “ U204 IV2,H7.

v Da die Kntstelnmg von Lvsin bereits von Siegfried

endgultig bewiesen war, begnigte ich mich mit der Platin-
bestimnnmg zur lIdentifizierung des Lysinchloroplalinats.

bi Das Filtrat vom Phosphorwolfrnmséureniederschlag.

Das filtrat vom Pbosphorwolframsaureniederschlag wurde
mit Raryt gefillt, abgesaugt und mit Ammoncarbonat vom
uberschissigen Raryt befreit. Das Filtrat wurde zum. Sirup
eingedampft:nach einigem Stehen erfolgte Krystallausscheiduirg,
die sich in \\asset* bis auf geringe Mengen eines schwarzen
Rlckstands loste. Aus der Ldsung wurde die Olulamiiisame
mit ninmoniakaliseber Silberldsuug abgeschieden. Der starke
Niederschlag wurde mit Wasser bis zum Schwanden der Sal-
petersdurcreaktion gewaschen, alsdann in Wasser suspendiert
mid mit Salzsdure im geringen fbcrsehuli geschittelt.; Das
I iltrat vom Chlorsilber wurde eingedampft und galt einen
miborst zahen, braungelben Sirup. Dieser wurde aus der
glialeherausgekratzt, (lie Reste mit konz. Salzsaure und

tu™
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wrtiijr \\ asserhcraosgeldst. Zu dem Ganzen wurde soviel Wasser
gegeben. dal» sich die festen Anteile eben losten, .letzt wurde
unter «nier Kuhlung Saizslinegus bis zur Sattigung eingeleitet :
nach gtagigem Stehen im Eis hatten sich rein weihe lvryslalle
abgeschieden, die Uber Asbest abgesaugt und mit konz. Salz-
siiure eia «‘wachsen wurden. Ihr Gewicht betrug im Vacuiiin
getrocknet 2,1 g. Ans der Mutterlauge schieden sich all-
méahlich weitere. unreine Krystalte ab, deren Menge nach 10-
wichcutlichcm Stehen im Eissehrank 1 g betrug. ' Die ge-
lundene Ausbeute an Glutaminsdure aus Antipepton u berechnet
sich hieraus zu 12"

Zur Analyse wurde die Substanz Uber Kalk getrocknet.

n.22<w g s. y n.171!) a AgCl

o..**ia g S. siilliiti ii 2jjU] rem " ,, llaSn4
'n.oto2U f: X . X o

(idumh iv: |U'iccimet auf .1..11)XO].IH;i
"-el in.iy nur,

Zur Polarisation der salzsauren Glutaminsaure wurde
«ine annahernd »%igo wasserige Losung benutzt, deren spez
| hebvermodgen nach den Angaben von Seheihierly -f 2u. 1"
sein soll, woraus sich fur die spez. Drehung von Glutaminséure

der Weit -f- 25,0 berechnet. — Meine Hestimmung des Dreh-
Vermobgens von salzsaurer Glutaminsaure ergab einen hoheren
\\etl. -iy> >\ aus dem sich ein Wert fur Glutaminséure
berechnet von E Kischer ge-

fundenen Werten von gK —;{2" jiallt.
AndereDestimmuugen des spez. Drehvermégens von Gluta-
minséurechlorhydrat habe ich in der Literatur nicht gefunden
hie AOL>..uge L6sung drehte im 2 dm-Kohr bei 2(i°
1.02° n. 1. . |

<p 21.02".

Hieraus berechnet sich fur Glutaminsdure in salzsaurer Lésung:
n :$iu;2".

Lin leil der salzsauren Ghilaninsaurewurde in wenig

s Id' T, FiiNTsucliurairii iil»r <li> < Intaminsam c. DoricliU
it tiell'lsi’h. cliitiil. (i. i't. 17 S. ITgS.
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h(*iliem Wasser gel6st und tropfenweise mit Ammoniak bis
/ur alkalischen Reaktion versetzt. Die auskrystallisierto
Glutaminsaure war nach 2maligcm Cmkryslallisieren chlorfrei.

Zum Vergleich mit den in neuster Zeit von E. Krscher
utid seinen Schilern angestellten | ntersueliungen wurde eine
Polarisation der Glutaminsdure unter denselben Veérsuehs-
hedingungen angestellt.

0,21\>8 g. S. wurden im 25 ccm Kolbchen in 20°/oiger Salz-
saure gelust. Prozentgelmit 0,8<>52.

Die Ablenkung im 2 dm-Rohr betrug 0.5p' n. f ( gu
IR un — : *U7i

Zum Vergleich seien die von K. Fischer*i gefundenen
Werte daneben gestelit.

(ilutaminsaim- aus Horn "

aus (i<»laline <-*{O.N.V'
aus Casein 1

Die Mutterlauge von der salzsauren Glutaminsiure winde
auf dem \\ asserbad zum Sirup gedampft; Krystallaussclicidung
erfolgte nicht. Der Rickstand liste sieh ganz in Alkohol und
wurde mit alkoholischem Ammoniak versetzt: es entstand ein
grauer Niederschlag, der abgesaugl, gewaschen und getrocknet
wurde. Der Korper war weder aus Wasser, noch aus Alkohol
kristallinisch zu erhalten. Wahrscheinlich enthielt er Reste
oler- Glutaminsaure.

/ Aua dem Filtrat wurde mit alkoholischem Kupferaeetéat
eine hillung erhalten, die aus Wasser auszukryslallisieren ver-
sucht wurde. Nach wochenlangem Stehen setzten sich eine
geringe Menge Kleiner, blaugriner Nadelehcn ab. Die Mutter-
lauge schied beim Kinengen stets hlob amorphe Flocken ab
CO-» @), die auch aus Alkohcl nicht krystallisierten. Die Kryslalle
wurden analysiert, wenngleich hei ihrer geringen Menge der
bestimtnung keine absolute Sicherheit zugesproclien werden kann.

O.05di g lultlroekenes Salz gaben bei 1M<r getrocknet

[kOI6l g IGO al> und 0.0151 g Cu.

C K. I"iscltci -und Hdrpingliiuis. flics«- Z.-il-* !lr. || \\\\]
ite JT.0.
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ti*fuinl(n: berechnet fur 0JI5X04 fu  4'/* 11))
H,0 | 2», F>",
Cil Ji.'iO 2.0 -

Her tinter den Fmslédnden ziemlich genaue* Wasserwert
rnaeht es wahrscheinlich, dab hier Asparaginsaure vorliegt, da
das Kupfersalz «ler Asparaginsdure allein unter den hier in
lieiraelif kommenden Amidosduren mit so viel Molektilen Wasser
krystallisiert.

Das Kiltrat von der mit ammoniakaliseher Silberldsung
abgeschiedenen Glutaminsaure wurde mit Sehwcfelammon vorn
Silber befreit und das Filtrat eiiigedumpfl. Der Itickstand
wurde einigt* Stunden am Hut Ivllulikdliler mit Alkohol aus-
gekocht. Der Auszug gab mit alkoholischem Silbernitrat nur
¢ int* geringe Féllung. Der gruble Teil war ungelost geblieben;

er wurde in Wasser aufgenommen und heil* in siedenden
Alknhel verrihrt. Fs setzten sieh lest am [Joden haftende

Schmieren ab. die im Verlauf von 14 Tagen anfingen, kugelige
Kryslalle anzuselzen. Ditr  Kryslalle waren jedoch .hiebt
mechanisch von tien Schmieren zu trennen. Da sie auch
nach mehrfachem | mfallen nicht ohne beigemengte, unkrystaD
linische Teilt* zu erhallen waren, wurtlen Krystaile und Selnnieren
witdt*r in Wasser gelost und in das Kupfersalz ubergefihrt;
Dit*s geschah diirc.li Kochen der Losung mit Uberschissigem,
Irisrh gefélltem anhydrischen Kupferoxydhydrat.

Dit" Losung war tielblau und blieb beim Konzentrieren
klar. Als sich aus der wasserigen LOsung Krvstalle nach
- Ligen nicht abgeschieden hatten, wurde mit Alkohol ver-
setzt. Ls erfolgte in wenigen Minuten eine reichliche Ab-
seheidung hellblauer Kryslalle. Nach 2lstindigem Stehen
uindt* abgesaugl. mit Alkohol gewaschen und im Vacuum uber
Schwefelsaure getrocknet. Die Kryslalle zeichneten sich durch
Leichtigkeit aus.

Die Analyst* -ergab. Werft*, die auf Semikupfer stimmen’,
tier Kuplergehalt wurde indessen zu lundi gefunden.

Dit* Substanz wurde zunadchst Uber Schwefelsdure zur
Konstanz und dann im Luftbad bei loO" getrocknet, wobei
keine weitere Gewichtsabnahme erfolgte.
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inm “ | [ O12ss- co* "'d m®. % n,0
* x| *¥W | cuo
alTSf 2 8. < 15> ccm X bei 150 uml 7*il mm Har.

Gefunden: Berechnet auf iCJItX();y .u:

%C = 2542 2(16|
*PH = wmii -
0"N %r 10.07 lo.ai
"oCu -- 2%.W 2.1{2 >

Leider war ans Mangel an Material eine weitere Unter-
suchung des Korpers nicht moglich.

lien- I'rof. Siegfried fimé&clitigl mich, mitznteiien, dal!
er aiieh au.« Antipeplon B durch Spaltung mit Salzsdure. Avginin
erhalten hat.

| Das Argininsilhernitial lieferte folgende Werbe bei der
Analyse:

L n2tif: % s. « u,usiufg n,0 u. 0,182A g Cu, u. o<h;2u g Ag.
1L OlSfil g §jt; g, cd,, (¢ 10 jx| mm (. 21°.

" Gefunden Berechnet :
i C 17.01 17,(55
-,11 *.71
"X 2((.77 2(».(5S
"SAl = 2577 20.'k)

Sehliehlich wurden noch cfuantitativo Spaltungen ange-
tithrt, die mit neuem Material fortgesetzt werden sollen. Jetzt
sei nur mitgeteilt, dal! Antipepton R 1(>1 °/o, Antipeplon«
2U) “o seines Stickstoifes bei der Zersetzung mit Schwefel-
sdure (1 Teil konzentrierte Schwefelsdure, 2 Teile Wasser) als
MI} abspaltete und ferner, dali bei beiden Antipeptonender.
Uiisenstickstolf weniger als 25 ,v. des Ciesamtstickstolfs betrug.

Ls sei mir vergonnt, meinem hochverehrten Lehrer, Herrn
| rot. Al. Siegfried, auch an dieser Stelle fir die Ahre<run<*
zu der Arbeit, sowie fur die mir stets Bebenswirdigst gewahrte
Belehrung und Unterstitzung bei derselben meinen herzlichsten
Dank auszusj»rechen.



