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Hti (h r Hydrolyse der meisten | Yotcinstoflc durch kochende
Siiiiren entsteht, wie durch eine lieilic von Arbeiten uns dem
hiesigen Institute nachgewiesen wurde, eine» nicht uuhetraehl-
liche Menge von «-Pyrrolidinearhonsaure. Fur das Casein speziell
wurde ferner I»ewiesen* dal) die gleiche zyklische Aminosaure
auch hei der Hydrolyse durch Alkali gebildet wird.l) Fs lag
deshalb die Vermutung nahe, (lall dieselbe ebenso, wie die
gewohnlichen Aminos&auren, ein priméares Spall produkl der Protein-
stotfe sei. Fngleieh sicherer wirde dieser Sehlull werden, wenn
es geldnge, auch bei der enzymatischen Hydrolyse der Protein-
korper I'yrrolidincarhonstiure zu gewinnen. Fin derartiger Ver-
such, welcher von Herrn P. Levern* im hiesigen Institut aus-
geluhrl wurde, ist von dem einen von uns bereits flichtig
erwahnt worden.*) Ks wurde damals eint* sehr kleine Oiiaiilitat
von Pyrrolidinearhonsaure gefunden, aber erst nachdem zu
ihrer Isolierung die Chei-fihrung in Kster mit Hille von Salzsaure
angewandt worden war. Ha die Moglichkeit nicht ausgeschlossen
id, dal) bei der Veresterung in geringem Malle eine weitergehende
Hydrolyse durch die Salzsaure ointritt, so haben wir den Ver-
such mit grollerer Vorsicht wiederholt. Heim Casein, das am
ausfuhrlichsten studiert wurde, ergab sich folgendes Uberraschende
Hesultat. 1Ue Verdauung durch Pankreasenzyme giht, auch

wenn sie monatelang fortgesetzt wird, keine mit (hui jetzigen
Methoden (d. h. ohne die Vereslerungl nachweisbare Menge von

'/ Cis< hor. Kmil. Notizen. 1. liiMiin- von ud'yfrohdinrarbon-
s»ure bei der Hydrolyse des Caseins durch Alkali, these Zeiisrhr.. Hd.
XXXV. S. 227. [IMI2.

Fiseher. Kmil. t'ber die Hydrolyse des Caseins dureh Salz-
Nuire. lhese Zeiln-hr.. Hd. XXXIIl. S. 170. ['*0].

llop|.e-StyU r« Zi itsi Lrift f. piyni.l. Chemie. XXXIX. u
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Pyrrolidincarbonsaure, dagegen findet sich in der Verdauurigs-
fhissigkert (‘in polypeptidartiger Stotl*. der offenbar dem Enzym
ganzlich widersteht, und der beim Kochen mit Salzséure fast
ebenso grolle Mengen von U-Pyrrohdincarbonséaure liefert, wie
die entsprechende Menge Casein selbst. Genau dasselbe gilt
merkwurdigerweise fur das Phenylalanin.

Als Ferment verwandten wir nicht das gewohnllche kauf—
liche trypsin (tfiublen, sondern das sog. Pankreatin von der
Finna Hhenania in Aachen, das durch grobere Wirksamkeit
ausgezeichnet ist. | liter den spater angefiihrten [Bedingungen
gestaltet sich die Verdauung des' Caseins in folgender Weise.
Zuerst wird Tyrosin bemerkbar, dessen Kristallisation nach
mehreren Stunden beginnt und nach 1—2 Tagen beendet ist.
Langsamer erscheinen dann in der Verdauungsflissigkeit Leucin,
Alanin, Asparaginsuure und Glutaminsaure und, wie aus altein
| ntersuchimgen bekannt ist, auch die drei Diaminosauren;

Die IBiuretreaktion, die anfangs s»‘hr stark ist und- im
Laufe der Zeit immer schwécher wird, war z. I». nach 0 Wochen
anscheinend nicht starker, als wie es der angewandten Menge
Pankreatin entspricht. Auch’ nach 7monatlicher Verdauung
waren u-Pvrrolidincorbonsaure und Phenylalanin in der Flissig-
keit nicht nachweisbar. Sie finden sich im oben erwahnten
polypeptidartigen Stoff. Dieser ist so leicht durch -Phosphor*
wolframséaure fallbar, dab er leicht von den Monoaminosauren
getrennt werden kann. Durch mehrmalige Fallung mit Phosphot-
wolframsaure l|abt er sich soweit reinigen, dab er «iG liiuret-
reaktion entweder gar nicht oder doch nur anderst schwach
liefert. Das Produkt ist also kein gewohnliches Pepton. I»ei
seiner Hydrolyse durch kochende Salzsdur»» entstehen anbei
a-Pvrrolidincarhonsaure und Phenylalanin auch die dbrigen ab
Spaltprodukte des Gaseins bekannten Monoaminosauren: Leucin.
Alanin, Glutaminsdur»» und Asparaginsaure. Ob auch die Dia-
minosduren hierhin zu zahlen sind, missen wir einstweilen
unentschieden lassen.

Dieselben Erscheinungen, wie beim Casein, haben wir

beim Edestin. Hamoglobin, Eieralbumin, Fibrin und Serumglobulin
beobachtet.
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Das beim Casein von uns erhaltene Resultat stebl im
W idersprih h mit den bisherigen Anschauungen der Physinin»eu
Aus dem Imstande, dali Tyrosin, Leucin. Glutaminsdure und
Asparaginsaure und lernet' die Diaminosduren bei der tryi.lisehen
Verdauung nach relativ kurzer Zeit in Freiheit gesetzt wurden,
hat man «(.schlossen, dali ein Tnlalzeifall des Molekils bis zu
diesen Spallproduklen einlrele. Losere lieohachtungcn zeigen
aber, dali die Hydrolyse unter solchen liedingungen stets nur
partiell ist, und dal! sehlielilien ein widerstandslaliiger liest
bleibt,der zwar nicht mehr Pepton. aber doch noch ein kom-

pliziertes Polypeptid ist lind alle die MonouminosédHren, die
uberhaupt bisher im Casein gefunden wurden, enthalt. Da

die finf andern, oben erwahnten Kiweilikiirper siel, &hnlich
verhalten, so haben wir es liier wahrscheinlich, mit einem
ganz allgemeinen Ph&nomen zu tun, dessen biologische Der
deutung sieh augenblicklich nach ihrem ganzen | uildng noch
nicht Gbersehen I&lll. .ledenfalls wird dadurch die in neuerer
Zeit vielfach ausgesprochene Ansicht, dal, die Kiweilikiirper im
Dann vollig bis zu den Aminosduren hydrolysiert werden, in
holiem tirade unwahrscheinlich, Glucklicherweise Imsilzen wir
iti (lern schallen Nachweis der Pyrrnlidiiicurbonséiirc und des
Phenylalanins ein he(juemcs Mittel, (las Vorhandi-nsein jenes
interessanten l'olypeplids lestzustellen. Ob dasselbe ein ein
miieitlioh.es Individuum, oderein Gemisch &ahnlicher Stolle ist,
haben wir vorlaufig noch nicht gepruft. Ebenso ollen bleibt
die (1rage, ob das betreifende Produkt fiir die verschiedenen Kiweili-
Kiirper. das gleiche ist. Kndlieh geben unsere Versuche auch
mehl die gesuchte dclinilive Kntscheidung beziiglich der Ribbing
der a-Pyrrolidinearbonsdure. Da sie bei der enzymatischen
Spaltung (ler Kiweilikiirper nicht in Freiheit gesetzt wird, so
bleibt mich immer die Maoglichkeit, dali sie sekundar durch die
Wirkung von Séaure oder Alkali bei hoherer Temperatur ans i
Wiiein bisher noch unbekannten Hestandteil des KivVeilimolekiils

entstellt. FUr wahrs. beinlich halten wir dies allerdings nicht,
besonders mit Ricksicht auf das Phenylalanin, bei welchem

die Verhéltnisse genau ebenso liegen: denn dieses hat seiner
chemischen Zusammensetzung nach cbciis,,das liecht.

il ILH
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direkter Bestandteil dos Kiweildmolekiils angesehen zu werden,
wie die iihrigen Monoaminosauren.

Frisdore Beobachtungen zeigen, dal3 auch bei den gewohn-
liehen Kiweil3kérpern hydrolytische Spaltprodukte anftroten,
die zwischen den Peptonen und den Aminosauern stehen.
Sie schlieRen sieh deshalb auf das engste den Kosultaten
an; welche bei der llydrolvse des Seidenlibroins friher er-
hallen wurden.l) Hier wurde zum erstenmal die kombinierte
Wirkung von Sauren, Fermenten und Basen zur Spaltung eines
Proteinstoll'es benutzt, und dadurch eine Serie von nicht weniger
als vier Zwischenprodukten zwischen den urspringlichen Protein-
stoffen und den Aminosauren beobachtet. Die Wirkung der
Salzsaure gab zunéchst das schon bekannte Serieoin, dann bei
langerer Dauer der Operation ein peptonartigos Produkt, welches
Tyrosin enthélt. Durch Trypsin oder Pankreatin konnte aus
diesem das Tyrosin abgespalton und ein neuer peptonartiger
Stoff erhallen werden, der keine Spur von Tyrosin mehr ent-
hielt. Als letzterer dann vorsichtig mit warmem Barytwasser
zerlegt wurde, entstand unter anderen ein Korper, der hochst
wahrscheinlich in die Klasse der Dipeptide gehdrt. Wir zweifeln
nicht daran, dal» die fbertragung dieser Methoden auf die
gewohnlichen Kiwoil3korper zu ahnlichen Kesultnten fihren wird,
und dafR es dereinst, wenn bessere Isolierungsmethodcn fir die
Polypeptide gefunden sind, gelingen wird, den hydrolytischen
Abbau der Proteine in einer noch viel gro3em Anzahl von
Stufen durchzufihren.

Die Beobachtung, daR ein Teil des Kiweildmolekils der
vollstandigen Hydrolyse durch Pankreasenzyme starken Wider-
stand leistet, ist keineswegs neu. W.ir erinnern an die. Yer-

Il Fmil'Fischer um! Peler Ifergell. Vortrag- auf der Xatur*
t<ars< h« t\ersammluiig in Karlsbad. Sept. 1U02. Kin von mir vertagtes
lleferal Uber-diesen Vortrag timtet sieh unter dem Titel «(‘her.die Hydrolyse
dm Proleinshdie in der C.heiniker-Zeilung. f. Okt.,, 11102. .lahrg. XXVI.
Xr. SO. Pie ausfuhrliche Publikation (ber diese Versuche ist durch
lati;.* 'r Krankheit von p-r: Ifergell und durch den Wunsch, das dipeplid*
artige Produkt synthetisch zu gewinnen. verzogert worden. Sie soll aber
in ri« "ist« | Zeit erfolgen. K. Fischer.
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~el(t vor der fur seine Amipeptom* gerade du—~
Eigcnsehaften hervorheht. ferner an die Mitteilung von Pirk,*)
und (Midlich an die in neuester Zeit oi”>luimkmhmi Arbeiten von
M. Siegfried*, und seinen Schilern. Dieser kommt zu dem
»Sebliill,  dal» hei der Einwirkung von Trvpsin aut Kiweill ein
Teil desselben unter Bildung von Amidosduern und Basen leicht

zersetzt wird, und dal» hierbei Peptone gebildet werden, welche
die Tyrosingruppe nicht (Mithalten und der weiteren Aufspaltung

durch Trypsin hartndckig widerstehen». Dieser Salz ist richtig*
wenn die Verdauung nicht allzu lange fortgesetzt wird. Im
andern Falte- aber werden Hit* Peptone weiter gespalten, wie
das Verschwinden der Diuretreaklion zeigt, und es resultiert
sei»li,'blich das polypeptidarlige Produkt, welches von uns als

Derivat der u-Pyrrolidinearboiisdure und des Phenylalanins

gekeunzeiclmet ist. Besondere Beachtung verdient noch die
feste Bindung des Dhenylalaniiis in den Proteinstollen im
Gegensatz zu dein so nah verwandten Tyrosin  Letzteres

erscheint in der Regel zuerst als Spaltungsprodukt bei der
Verdauung von hiweibkirpern. Bei dem oben erwahnten Pepton
aus Seidenfibroin erfolgt die Abspaltung des Tyrosins durch Trypsin
so rasch,dabdasBhaiiomen last wie eineKrystallisulion der Amino-
saur(‘ aus warmem Wasser aussieht. Ahnliche Erlahrungen, tber
die an anderer »Stolle mberichtet werden soll, haben die Versuche mit

synthetischen Polypeptiden, welche Tyrosin enthalten, gegeben.
v Wir beabsichtigen, die Produkte, die bei der |wHictlen

Spaltung der Proteinstolle mit Sauren (Mitstehen, in &hnlicher
Art aul iliren Geball an Pyrrnlidinearbonsdure und Phenyl-

w Verdauung der KiweiBsInir« durch den hmkivass ill
Virchows Archiv, MM. IM, IM7. .Id. Weitere Mitteilung,n Gh,r

die Veolamingsonzyrne und die Verdauung der Albumine. Veiiidl. «les
Heidelberger naturhist.-rnediz. Vereins. X. K. 1. 2W>. |S7U. \\' Kiilme
und H. H. Chittenden. Die nachsten Spaltungsprodukte der Kiweibkorner
Zeitschi. f. .Biologie, Hd. li». 15il. 18HH. Dieselben: fber die Pep,one.
Zeitsehr. f. Hiologie. Hd. 22. 128. 1HSS.
. & V* fau Kennlnis der peplischen Spaltungsprodukt.- d«*s
tibrins. Diese Zeitschr.. IM. XXVIII. S. 210. £$)$
*—|- Siegfried; Iber Peptone. Diese Zeitschr.. Hd XXXVIII
S. 2a0. 1008. ‘ !
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alaniii zu prifen. Das seheint uns um so notwendiger, als nach
den Mitteilungen von M. Siegfriedl) die Spaltung durch S&uren
in anderem Sinne zu verlaufen scheint, als diejenige mit Enzymen.

Ferner verdient die Frage, oh die kombinierte Wirkung von
IVpsiri bezw. Rapagotin und von Trypsin das gleiche Resultat
wie die Trypsinverdauung allein hat, sorgfaltig geprift zu worden.

Experimenteller Teil.

Hei der Verdauung der Kiweibkor per durch Trypsin
oder Rankreutin entsteht u-Eyrrolidinearbonsaure
wicht in solcher Menge, dal) sie mit den jetzigen Me-
thoden erkannt werden kann.

1. loti g (Dasein, pur. (ilaminarsten) wurden in 10'HI cent
Wasser suspendiert, mit 2 ccm Ammoniak, Toluol und Chloro-
form versetzt und S Tage lang mit 2 g Fankroatinum piupun
IRhenaniai im Rrutraum bei Hb—37° verdaut. Die vom aus-
geschiedenen Tyrosin und Leucin abliltrierte Flussigkeit wurde
hierauf im Vacuum bei einer 50° nicht Ubersteigenden Tem-
peratur auf «litv Halfte eingedampft, mit Alkohol gefallt, vom
Niederschlag abtiltriert und weiter eingeengt. Die Alkoholfallting
wurde o—nbinai wiederholt. Der zuletzt verbleibende alkoholi-
sche Auszug wurde eiugedampft. Der Rickstand roch nach Indol-
dcrivaten. Derselbe wurde mit gelalltem Kupferoxyd gekocht,' Das
sich bildende Kupfersalz lieR sich in einen alkohollGslichen mid
einen alkoholunl6slichen Teil zerlegen, aber Eyrrohdinearbon-
saure war in keinem der beiden Teile mit Sicherheit nachweisbar.

(ianz dasselbe Resultat galten die folgenden Versuche 2—hb.

2. 100 g Casein, pur. (I.) wurden in 1500 ccm Wasser
suspendiert, mit 2 ccm Ammoniak, Toluol und Chloroform ver-
setzt und S Tage lang mit 4 g Pankreatin verdaut.

H. 200 g Casein in derselben Weise mit 2 V H g Ean-
kicatin 14 Tage verdaut. Fliissigkcitsmciige 2000 ccm.

4. 200 g Casein li Tage mit H X 2*i* g Eankreatin
verdaut. Flassigkcilsmcuge 21 KM) ccm.

| M. Sirallied. Zur Kenntnis der Hydrolyse des Fiweibes. Her

ro llte der malh.-phys. Klasse der kgt. sat hs. (iesellsch. f. Wissenschaften
;1 teipzijg Sitzung Vojn 2. Il. liKM.
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500 g Casein in 5000 ccm Wasser suspendiert und
mit lo g Pankreatin wahrend 50 Tagen verdaut.-. 100 g des
Verdauiingsg«»mis< lies wurden nach dieser Zeit in der oben g«*
sehilderten Weise untersucht.

*», 2tH) g Masmon iCaseinnatron) waren 7 Monate lang mit
4 g l'ankreatin verdaut, und hierauf noch weitere 14 Tage mit
no( limais eg | ankieatin im Hrutraum stehen gelassen worden !
Klussigkeitsmcnge 2000 ccm. Die Hiurelreaktion war hier hei
d(‘m Niederschlag mit IMipsphorwolframsdure ganz verschwunden.

| nter denselben Bedingungen wurden Kdestin, .Sérum
globulin, Kieralboumin, Hadmoglobin und Fibrin untersucht.

ai Kdestin (400 g) 12 Wochen mit 2 X 2,5 g Pankreatin
verdaut. Flissigkeitsmenge 1000 ccm.

b) Serumglobulin (100 gj, 25 Tage mit 5 X 2 gTankreatin.
Ilijssigkeilsmenge 1000 ccm:

¢) Kieralbumin (100 g) 21 Tage mit 2 X 2 g Fankreatin.
Flussigk(titsmeng(* 1000 ccm.

d) Hamoglobin (loog) 12 Wochen mit 5>X2g Fankreatin.
Flissigkeitsmeng«* 1000 «em.

e) Fibrin (100 g) wurden mit 2 g Fankreatin eine Woc he
lang verdaut. Flissigkeitsmenge 1000 ccm.

tn allen Féallen war «s unmoglich, freie Fyrrolidimarhon-

siiure nach dem geschilderten Verfahren nn<hzuw«‘is<*n.
A Hei der Verdauung des Caseins entsteht neben
I\ rosin, Leucin, Alanin, Aspuraginsture und Gluta-
minsaure als Kndprodukt ein polypeptidartiger Stoff,
der bei weiterer Hydrolyse mit kochender Salzsaure
reichlich«! Mengen von a-Fyrro|idincarbonsaure und
Fhenylalanin liefert.

1. 100 g Casein, pur. (Hammarsten) wurden in 1000 ccm
Wasser siisp. ndic'H, mit 2 ecm Ammoniak, Toluol und Cliloio-
lorm versetzt und 8 fag« lan« im lirutramn liei :t<i_:17"
uht < g Fankr«*atin verdaut. Di«* Hiur(*tr<'nktinn war d«*utlich
Vorhanden.l) Nachd«*m das ausgeschiedene Tyrosin abiiltriert

V) Hei ,ler Ausfihrung der Hiurelreaktion ist darauf zu ariden,
dal> gentigend Alkali vorhanden ist. Ferner scheint es nicht iiherfliissijr.
darauf innzuwcisen. daft Pankreatin seihst eine intensive Kiuretreaktion gibt.
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war, wunlc dir Klussigkcil zur Vertreibung dus freien Atnnnmiaks
Ihm einer 50“ nicht iibersteigemlcn Temperatur im Va*num
eingeengt, «laun aid 2000 irin gebracht und mit Bhosphbr-
wolframsaure im rberschut> gefallt.1 Der Niederschlag winde
abgesaugb dann mit der hydraulischen Dresse nusgepreflt, turn
in einer lieihschalo fein gepulverl, in Wasser' suspendiert und
mit Uberschissigem Baryt wahrend 21 Stunden bei gewo6hn-
lirlier Temperatur geschittelt. Nachdem der phosphorwolfram-
saure Daryl abgesaugt und bydrailliseli abgeprelit war. wurde
das Kiltrat mit Schwefelsaure vom Uberschissigen Baryt befreit,
dann nochmals mit uberschussiger IMiosphorwolframsture ge-
fallt. und der Niedersehlag in genau derselben Weise, wie oben
geschildert, abgeprebl und zerlegt.

Die vereinigten Kiltrate von den beiden I‘bospbor\volfram-
sauretallungen wurden im Vacuum eingodampft und der Kuck*
stand hierauf mit rauchender Salzsédure f> Stunden am Buek-
llulikihler gekoeht. um alle etwa noeh vorhandenen Polypeptide
zu spalten. Die 'Flussigkeit farb!»* sich hierbei violett. Sie
wurde nun im Vacuum zum Sirup eingedampft, und letztem
zum Nachweis der Aminostuern in der bekannten Weise
veresterl.

Ihe Destillation «ler Kster gab folgende Fraktionen :

-  olfm pr (lemperalur etvs Wasserhadesi I»ci 12 mm Druck: |.uig

2. lo  MNr , % ) > . y 41

U - MNr* . ' ' r . 02 v fo..)

4. Mm [»i0™* « » ( Mita.1rs 0,2 » 1248
Isoliert wurden 0,2 g Alanin, 6 g Dem in. » g (ilutamiu-

saure. 0.6 g Asparaginsaiue.
Dlienylalanin und KyrrolidiiH/arbonsaure 'wurden nicht auf*
gefuta-len. Auf die Isolierung des Tryptophans, dessen Beaktlon

| Diese starke Vyrdunnng und der | hersclmh d«M' Pliosphorwojtnoir-
saiire wurden in Hinsicht aul die Angaben von K. Schulze und K. Wintei -
stein ..Trennung des Phenylalanins von anderen Animo.samvn. .Di"™*
lertselir.. Itd XXXV. S. I12;t. 1U02i verwendet. Casein enthélt ca. d b;>

+ I'lienylalanin. Nach K. Schulz’e und Iv Winterstein wird ein;-
ca. t».»J,*Yige Diisung von Phenylalanin bei («‘genwart von Leucin mit
Phosphoiwolt'ramsaute nicht mehr gefallt. Kigem* Versuche bestétigten
liese Angaben.
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<li." Kliissigkrilrn shirk zeigten, sowie (ler Oxyumiimsauren h;ib.-i.
wir verzichtet.

Her zerlegte INiosphorwollramsanreniederschlag wurde
e (Mil Aksuijrcii urn! Ahpressen des phosphorwolfrmnsam en
Baryts mit Schwefelsaure vom (berschissigen Raryl befreit,
liieraur im Vacuum cingedamplt. Dor Rickstand war anfangs
ein Sirup, der aber zu einer amorphen, schwach gelb gefarblen
leimartigen Masse eintiocknelc. Kr loste sieh &Ulicrsl leicht in
W asser und fiel auf Zusatz von Alkohol in amorphen Klocken
wieder aus. Wir werden spater versuchen, dieses Rohprodukt.
welches aHer Wahrscheinlichkeit nach Aiginin, Lysin und
Histidin enthalt, weiter zu reinigen. Kir den vorliegenden
Zweck war «lies Uberflissig, da die Diaminosdaumi, wie wir
nochmals durch einen besonderen Versuch feslgeslelll haben,
heim Koch» n mit Salzsaure keine l'yrrolidnicarbonsuure liefern.
Dieser anmrphe polypeplidartige Ruckstand wurde 'mm ziu
Hydrolyse mit rauchender Salzsdure am Ruckflullkiihler wah-
rend ti Stundtu g¢<«kocht, wobei sich «lie Lisung ebenso stark
dunkelviolett farbte. wie hei Anwendung des Kaseins seihst.
Die Flussigkeit wurde sd,lieblich im Vacuum zum Sing» ein-
geengt und verestert.

R<* der Destillation des Kslergemisehes resultierten folgende

Fraktionen -
t Ul,is WV iTpiiippiiiliir (Ips Wasscrliadcs- Inhm 12 mm |),Ucki ir, "
* m u 1., :
d- > DHC | , » ., Ow

~ tffl> o »i»l* | 0||,a.l. s. ;] . R
; Isoliert wurden 0.1 g Alanin. .. g l,...Ji. in, « g (ilnKunin-

sanre. | g Asparaginsunro. lerner 1.5 g u-Pvrrolidim arl.6iisiiiin’
und 2,2 , Phenylalanin.l)

Analyse ««*r Kyrmlidincarhonsaurc

<Uoo2 g Silt,Stan/ «alien 0.DU2 « Co, mul 0.071:« « |vO
A"Hemhnet fur CAH,XO,: OHundm.+ *:
alls’ ) (. mul 7.5-50> H. f>2.01°0 C mul 7.U7"." . Ih

Schmplzpunkl «p«cn 204"  unkoii-.i

i Die MpUkhlp clor Is.divrun« brtrcflrnd \rr«L : Kmil |’is,
Und Ivmil Abderhalden. Hydrolyse des Oxyhadmoglobins durch Salz,

sdaure. Diese Zeitschr.. IM. XXXVI. th-ft t. s. 27:i. iaof
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has Phenylalanin gab fwljroiKUr Zahlen:

n.gtiOl g Substanz gaben U.1055 y (!0, und 0.1251 ¢ 11,0.
I'erccimcl fur (1.,H,NO,: («efunden:
05.45"». (I und »»h0» H. 05.54% (1 und 0.s0,J! ||.

Schniclzpunkl tilgen 2KV] urikorr.i

2. 100 g Casein. |nii* ill.» wunion in 1000ccm Wasscrsusr
pcndicrl, unter ganz den gleichen Hedingungen wit* in Versuch |
mit i\ g Pankreatin H Tage lang verdaut und die Yerdauungs-
filissigkeit genau su wie hei Versuch 1 verarbeitet.

hie vereinigten Filtrate von den beiden Phosphnrwulfram-
saurenicdcrsehliigen gaben nach erfolgter Veresterung des Ruick-
standes folgendes Itcsultat :

Frakthui 1I: lus (HU Trm|> d. Wasserbades) bei 12 nun Druck: H5 g
2: % |UUJ . ] > 02¢ 12.0»
5: 100 lus wo*, - ' Olbades« > 0.2 41.0»

Isolier] wurden 0,1 g Alanin, 0,0 g Leuein. » g (dulamin-
siure, | g Asparaginsture, -
Phenylalanin und Pyindiiliiiearboiisiiure wurden nicht
erhalten. Vo
hie zweite llaisphorwidlranisiiurerallung zeigte nur ganz

s« hwaclie llmretieaklion und gab folgende Ksterliaktionen:

Fraktion | : lus |00 tTemji. d. Wasserbadesi bei 12 mm Druck: 2.5 g
t 2. - ]00™ | ) A ) 1 05 0.0 *
'[: 100 bis 100ui > Olbades» > 0.5 15,0»

Isoliert wurden O.T g Alanin, 2} g Leucin. 2.5 g (Jhitamin-
Aduri*, O.S g Asparagiusauro und ferner 2,2 g Pyrrolidinearbon-
saurt* und 2.8 g Phenylalanin.

has isolierte Phenylalanin schmolz gegen 280° lunkorr.)

und halte die richtig!* Zusammensetzung.
O.2|o|] g Substanz gabentl1.5050 g OO, und 0,1255 g 11,0.
Uemlinct fur (LiHmNO, : (»efunden :
0545 C'tmd 0.00" * fi. 05.55% C und 0.00" * 1.

hic Analyse der gegen 207" innkorr.) schmelzenden
u-Pyi rididincarbonséort* gab folgende Zahlen

0.2012" g Substanz,'gaben 0.58{4 g CO, und 0.1452 ¢ 11,0. %. *
I.crccimet fur C.11,.NOt (iclundcn :

52.1S™ + C und 7.85, H. 52.10% C und 7.07 J »ll,
5. 200 g Casein. pur. tll.i wurden mit 2X2 g Pankreatin
I | Tage lang verdaut, hit* Verdauungslliissigkeit gab eine ganz
schwache Ifalltdreaklion.
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Auch hei diesem Versuche konnte im Kiltrate der I‘hos-
idiorwolfrauisaureaillun® weder Phenylalanin noch Pyrrolidin-
carbonsdure nachgewiosen werden.

A Aus der zweiten Phosphorwolframsaurotallmig wurden
>2 g Phenylalanin (Schmelzpunkt 281° |unkorr |i und 0.2 g
a-Pyrrolidincarbonsaure (Schmelzpunkt 20i° |unkorr.|i erhalten.

200 g (lasein. pur. (Hj mit i/,2 g Pankreatin wahrend

11 Tagen verdaut.
Ausgeschieden hatten sich [1g Leucin und Tyrosin. Die

Diuretreaktion war vorhanden, aber sehr schwach.
- Das Filtrat vom Phosphorwolframstureniederschlag ergab

nach der .'Veresterung folgende Fraktionen:
Fraktion 1: Obis 100* .TVm,, <. \Vassorbmb>si bri 14 ,,,,., Druck: 5.0 »

v = CIHS : ) * 05 {0,0 »
I H: ,K)bislOO0 , » , Olbadrs.) , 0.5 * 250 »

wurden 1,5 g Alanin, 52 g Leucin, 10 g (dutamin-

siiure und H g Asparaginsaure. Auch in diesem Versuche wurde

keine Spur | hcuylalauiu und Pyrrolidincarbnnsaure gefunden.

Der zerlegte Phosphorwolframsaureniederschlag gab fol-
gende Fraktiomm:

Fraktion 1: Obis IC#) (Temp. d. Wassei bud.-s) bei IM mm Orurk: M.0 »

L~ > BHP [ 1» 1 & )] *ost ./ , DPMo>
I 100 UL 0 Olbades) , 0.5 o 150 -

Isoliert wurden ! g Alanin, 10 g Leucin, bgClutamin-
-aurev 1,5 g Asparaginsaure, 5,2 g Pvrrolidincarbousaure und
d g Phenylalanin.

0. 15< g Casein, pur. (I1I.) wurden i Wochen mit 2XT ¢*
Pankreatin verdaut. Die Piuretrcaktion war nur schwach an-
gcdeulet. Wahrend das Filtrat vom Phosphorwoltrnmsaure-
fuederschlag keine Spur von Phenylalanin und Pyrrolidincarbon-
smre gab, wurden aus dem Niederschlag selbst \ g Pyrrotiiliu-
viirbonsdure (Schmelzpunkt 200» |unkorr.j) und 5 g Phenylalanin
(Schmelzpunkt 281° [unkorr.h isoliert.

b. 000 g Casein, pur. dl.i wurden mit lo g Pankreatin
wahrend 50 Tagen verdaut. Die liiuretrenktiou war noch vor-

handen, aber sehr schwach. \on dieser Vcrdauungsllissigkeit
TAKn 15 zur direkten Prufung aid* Pyrrolidinoarbonstim/und

*s zur Phosphorwoltramsaurefallung verwendet: die (Gbrigen
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winden mil 1 g Pankreatin noch 2 Wochen lang verdaut,
iiml hierauf ebenfalls mit Phosphorwolfrumsaure gefuillt.

In der nach >0 Tagen entstandenen Verdauungslliissigkeit
war das Mcsultat «reiian den in den vorigen Versuchen erhaltenen
entsprechend.

lie nach tu Tauen untersuchte Probe gab nur noch eine
anderst schwache Biuretrenktion. Das Filtrat vom Phosphors
wolframsiurenicdersehlag enthielt kein Phenylalanin, dagegen
konnten 0,2;t g Pyrrolidincarbonsaure, die wohl aus dem in
Losung gebliebenen Polypeptid durch das Kochen mit Salzsaule
.entstanden war, isoliert werden.

| »er /erlegte Phosphorwolframsaureniedersehlag enthielt
5.2 ¢ Phenylalanin und f>H g Pyrrolidincarhonsaure.

7.  MM) g Casein, pur. ill.) wurden mit | X 2 g Pankreatin
wéahrend S Wochen verdaut. Du* Biuretreaktion war nur noch
angedeutet: Die Phosphorwolframsaurefalnmg gab gendh das-
selbe llesultal. wie die bereits mitgeteilten Versuche.

S. 200g Plasma (kauf liches Casein-Natron) waren 7 Monate
lang- ni.it » g Pankreatin verdaut worden. Die .Miuretreaktion war
nur noch sehr schwach vorhanden. Nach neuem Zusatz von 1 g
Pankreatin und erneuter ‘| Wochen dauernder Verdauung gab der
Niederschlag ndt Phosphorwolframséure keine Biuretreaktion mehr.

Bei »ler Veresterung des Hockstandes, den das Filtrat
vom Phosphorwollramséaureniedcrsehlag hinterlielL wurden wedei
Phenylalanin noch Pyrrolidincarbonsaure gefunden.

Ih r  Phosphorwollramséaureniedersehlag selbst enthielt :
Alanin. Leucin, Clutnminsaure, Asparaginsaure. Phenylalanin
(2.2 gi und Pyrrolidincarhonséaure (t gi.

Ahnliche Hesulfate wie beim Casein erhielten

wir beim Fdestin, Hamoglobin, Serumglobulin, Kier-
albiimin und Fibrin.

Die Verdauung wurde unter genau den gleichen Be-
dingungen angesicHt.

ui 100 g Kdestin mit 2 X 2,5 g Pankreatin 12 Wochen
lang verdaut.

bi Mmi g Serumglobulin 25 Tage mit f) X 2 g Pankreatin
ci 100g Fit*ralbumin 21 Tage lang mit 2 X 2 g Pankreatin
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(I' |°0 X Hamoglobin 12 Wochen Ilang mit ;P~2 g
Pankreatin.

(V) KH) g Fibrin mit 2 g Pankreatin wahrend-einer Worbe.

Die Diurctrcaktion war in allen Fallen noeb vorbanden,
aber meistens schwach und wirde wahrscheinlich bei langerer
Dauer der Versuebe verseilwunden sein.

Hervorzuhebcn ist, daf} im (iegensat/ /Jum Fibrin. Kdestiii,
Fieralbinnin und Hamoglobin das Serumglobulin dem Pankreatin
einen erheblich gréberen Widerstand leistete und eine . viel
grobere Menge von Produkten, die durch Phosphors ollramsiiure
ladbar waren, lieferte.

r In allen Fallen landen sieb Phenylalanin und Pyrrolidin-
carbonsaure nur im Phosphorwolframsaurcniederschlag. .-ebenso
war das (ilycocoll, welches bekanntlich aus Fdcslin und Serum-
globulin entsteht, aiisschlieblich im Phosphorwolframsaure”
niederschlag vorhanden,

Hei obigen Versuchen wurde die Trennung der Monoamino-
sauren von dem nur partiell verdauten Teil des Proieiumolckiils
durch Phosphorwolframsaure bewerkstelligt. Da in der Literatur
verschiedene Angaben existieren, dab diese Methode ungenaue
fh>ultate gebe, und da ferner K. Schulze und K Winler-
stein il. ¢.) darauf aufmerksam gemacht haben, dab das Phcnvl-
alaniii bei starkerer Konzentration durch Phosphorwolframsaure
gotalit wird, so haben wir (‘inen besonderen Versuch angcstcllit,
um die Hrauchbarkeil der Methode zu prifen.

KH) g (lasein wurden mit d(*r dreifachen Menge Salzséaure.,
b Stunden lang am Diuckllubkihlcr gekocht, und hierauf. na« b-
dem die- ganz(' Flussigkeit auf 1500 ccm gebracht worden watr,
mit Phosphorwnlframsaure + geféllt. Der Niederschlag wurde
hierauf abgesaugt und mit der hydraulischen Presse ausgepicht.
Die letzte Operation ist sehr wichtig, denn aus dem auf der
Nutsehe abgesaugtcu und fest geprellten Niederschlage lieb sich
mil der hydraulischen Presse noch fast \U der (iosamllliissigkcit
gewinnen. Per Phosphorwolframsaureniedcrschlag wurde in
der oben geschilderten Weise zerlegt. Nach erfolgter F.ntfcrnung
des Uberschissigen Daryls mit .Schwefelsdure wurde die Pbos- .
fiim»rwOlframsaurefallung wiederholt, und der Niederschlag, wie
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oben geschildert, behandelt. Die schlie3lich resultierend« Flissig-
keit. welche die dure}» Rhosphorwolframsaure geflllten Korper
enlltielt, wurde im Vacuum eingedampft und der Rickstand
verestert. Es konnten aber keine in Ather I6sliehen Ester isoliert
werden, dagegen war heim Versuch, die Ester in Freiheit zu
setzen, ein deutlicher Estergeluch wahrnehmbar. Mithin sind
sicher nur .Spuren von Monoaminosdauren vorhanden gewesen.



