Uber Pepsin-Glutinpepton.

\on
W. Scheermesser.

(Aus der chem. Abteilung des physiologischen Institutes der Universitat Leipzig.)
(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1904.)

Auf Veranlassung des Herrn Prof. Dr. Siegfried habe
ich mit Hilfe der Eisenmethode aus dem Leim durch peptische
Verdauung ein neues Pepton dargestellt.l) Wenn auch die
Darstellung zeitraubend und schwierig ist, so fuhrt sie doch,
nach Einarbeitung In die Methode, zu sicheren Resultaten.

1. Verdauung der Gelatine,

a) Ausfuhrung.

Als Ausgangsmaterial zur Darstellung des Peptons aus
Glutin verwendete ich beste franzosische Gelatine.

So wurde beispielsweise [x/zkg hiervon wahrend der
Nacht Iin kaltem Wasser eingeweicht und dann das Wasser
gewechselt. Zuletzt wurde die Gelatine nochmals mit
destilliertem Wasser ausgewaschen. Ich halte diese vorher-
gehende Behandlung deshalb fur unbedingt notwendig, weil bei
der Fabrikation der Gelatine unter Umstanden Stoffe als Zucker,
Glycerin u. a. hinzugeflgt werden; Glycerin z. B. deshalb, um
das Produkt geschmeidiger zu machen.

Die auf diese Weise gereinigte Gelatine wurde In
Wasser von 70 bis 80° geltost, die LOosung durch ein Tuch
geseiht und das Gesamtgewicht auf 15 kg gebracht. Dieser
FlUssigkeit wurde soviel Salzsaure hinzugefigt, dall der Gehalt
daran 0,4°/0 betrug. Zwecks Sterilerhaltung der Gelatinefllssig-

O Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 363.
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keit wurden genigende Mengen Chloroform sowie alkoholische
Thymoll6sung hinzugegeben. An jedem flinften Tage wurden
5 g «Pepsin puriss. Dr. G. Grubler» hinzugefligt und unter
haufigem Umschitteln im Verdauungsbade bei 40° verdaut.
Im ganzen wurden 45 g Pepsin verwandt.

Schon am dritten Tage war auferlich eine Veranderung
der Gelatinelosung wahrnehmbar. War dieselbe bis dahin tribe
und farblos, so wurde sie nach dieser Zeit vollig klar; ein
geringer flockiger Niederschlag hatte sich zu Boden gesetzt;
die Farbe der Losung war gelblich.

b) Kontrolle der Verdauung.

Um zu sehen, wie bel diesem Versuch die Verdauung
fortschritt, bezw. wie die Peptonbildung zunahm, entnahm ich
von funf zu funf Tagen 100 ccm von der Verdauungsflssig-
keit und salzte dieselbe mit Ammonsulfat in neutraler und in
saurer Reaktion aus; von dieser Flussigkeit lielf ich zu 50 ccm

aus einer Burette eine Losung hinzuflielen, welche bestand aus

50 g Eisenammoniakalaun,
200 » Ammonsulfat,
250 » Wasser.

Der sich bildende Niederschlag setzte sich sehr schnell
ab, sodal man das Ende der Titration leicht erkennen konnte.
Spater vervollkommnete ich die Methode noch dadurch, dafl
ich aus der zu titrierenden Flussigkeit mit einem Glasstab
einen Tropfen herausnahm und ihn In eine, Rhodankali ent-
haltende Schale brachte. Das Eisen wird von dem Pepton so
energisch (in  ammonsulfatgesattigter Losung) Iin Beschlag ge-
nommen, daR der geringste Uberschu geniigt, um die Rhodan-
|osung zu roten.

Ich gebe zu, dal die Methode deshalb nicht ganz genau
sein kann, welil in den Niederschlag noch kleine Mengen Albu-
mosen mit hineingehen, immerhin lal3t sich mit ihrer Hilfe das
Fortschreiten der Verdauung recht gut kontrollieren. Ob sich
die Methode auch fir andere Eiweil3korper wird verwenden
lassen, mufite noch erst nachgepruft werden. Fur die Glutin-
verdauung geht die Methode glatt und ergab folgende Zahlen:
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Nr. Datum Reaktion Verbrauchte
ccm
1 21. 4. 02 0
2 22. 4. 02 0
3 23. 4. 02 é 1,1
4 28. 4. 02 @ 1,2
0 3. 5. 02 = 2,5
6 7. 5. 02 * 2.7
7 12. 5. 02 o 3,0
8 14. 5. 02 3.0
9 16. 5. 02 2.8

Aus den gefundenen Werten sieht man, dal Pepton nicht
sofort durch Verdauung von Glutin gebildet wird — ich erhielt
bel diesem Versuche nach den ersten zwel Tagen nicht den
geringsten Niederschlag —, vielmehr wird die bereits fruher
bestehende Anschauung bewiesen, dal} erst aus den Albumosen
Pepton entsteht. Nach ca. 20 Tagen wurde die Peptonmenge
scheinbar nicht weiter vermehrt.

Uber den Verbrauch an Salzsiure wahrend der Verdauung
gab folgender Versuch Aufschlull. Es wurde 1 ! einer 5°/oigen
Gelatinelosung hergestellt, welche 0,4°/o HCI enthielt. Zwecks
Sterilerhaltung wurde ca. 1 ccm Chloroform, in welchem etwas
Thymol gel6st war, hinzugegeben und umgeschuttelt. Diese
LOosung wurde in zwei Teile geteilt und In zwel Glasstopsel-
flaschen In einen elektrisch heizbaren Thermostaten gestellt,
dessen Temperatur vermittelst eines von mir konstruierten,
der Firma F. Hugershoff in Leipzig durch D.R.G.M. geschutzten
Elektrothermoregulators genau auf 40° eingestellt wurde.

In das eine Glas brachte ich, nachdem die Temperatur
bei 40° konstant war, 5 g «Pepsin puriss. Dr. Gribler 1 : 7000»,
wahrend In das andere zur Kontrolle dienende Glas kein Pepsin
kam. An jedem dritten Tage prufte ich mit einem sehr schwach
gefarbten «Nissl»-Kongopapier (Dr. Grublers No. 1), ob die Salz-
saure gebunden war; regelmaldig nach drei Tagen trat keine
Blauung des Kongopapiers ein, wahrend Lackmus stark gerotet
wurde. Ich lieB dann aus einer Bdurette jedesmal so lange
norm-HGI hinzuflieBen, bis ein deutlicher Farbenumschlag des
Kongofarbstoffes von Bot in Blau eintrat. Der Verbrauch an
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Salzsaure war In dem gleichen Zeitraum im Anfang ganz bedeu-
tend groller, als am Ende. Es betrug die verbrauchte norm-HGI

nach 3 Tagen = 12,7 ccm nach 27 Tagen = ccm
» 0 » = 123 » » 30 » = 35
» 9 » = 85 » y 33 » = 30 »
» 12 » 74 » » 30 » = 20 »
» 15 » — 58 » y 39 » = 2.2 »
» 18 » 56 y 42 » = 00 »
» 21 » = 55 » y 45 » = 00 »
» 24 » = 47 »

Trage ich diese Zahlen in ein Koordinatensystem ein, so
ergibt sich fur den HGI-Verbrauch bel der Pepsinverdauung von
Glutin eine anfangs rapid, spater weniger schnell abfallende
Kurve. Addiere ich den gesamten Verbrauch an HG1, so resul-
tiert aus vorliegendem Versuch, dal zur Verdauung von 25 ¢
Glutin mit 5 g Pepsin in 5°/oiger wasseriger Losung bei -J- 40°
Insgesamt 4,82 g HCI bendtigt wurden.

Nach ca. 5 Wochen wird keine Salzsaure mehr verbraucht.

5 Tage nach Abschlul} des Versuchs setzte ich zu der
Verdauungsflissigkeit nochmals 2 g Pepsin hinzu, worauf nach
20 Stunden nochmals 1,3 ccm norm-HCI notig waren, um Blau-
ung des Kongopapiers zu erreichen; seitdem verschwand die
HCI-Reaktion auch innerhalb einer Woche nicht mehr.

Salzsaureverbrauch wahrend der Verdauung von Glutin.
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Das Drehvermdgen nahm nicht wesentlich wéahrend der
Verdauung ab. Die Gelatinelésung drehte vor der Verdauung am
Saccharimeter von Schmidt&Haensch bei Na-Licht im 10 cm-
Rohr anfangs 7,3° (Rohrzucker), nachher, zum Schluf3 6,9°.

2. lsolierung des Pepsin-Glutinpeptons.

Nach Beendigung der Verdauung neutralisierte ich die
FlUssigkeit mit Ammoniak und filtrierte sie. Durch festes Ammon-
sulfat wurde bei 40° die groBte Menge Albumdsen ausgesalzen.
Diese schieden sich in Form eines zahen, klebrigen Schleims
ab, der zum groliten Teil auf der Oberflache sich ansammelte
und in der Hauptsache mechanisch entfernt wurde. Die FIlUssig-
keit wurde filtriert und war danach vollig farblos und klar ;
sie wurde so lange mit (mit Ammonsulfat gesattigtem) Ammoniak
versetzt, bis eine Trubung nicht mehr entstand. Nach 24 Stunden
wurde filtriert. Zu dieser Losung wurde konzentrierte Schwefel-
saure (verdunnt mit gleichen Teilen Ammonsulfatlosung) bis
zur neutralen Reaktion gegeben, nach 24 Stunden wurde filtriert.

Diese FlUssigkeit, welche nun fast aloumosefrei war, wurde
mittels Ammoniak bis zur schwach sauren Reaktion abge-
stumpft. Durch Zusatz von feinpulverisiertem Eisenammoniak-
alaun wurde, unter kraftigem Umrthren vermittelst eines mecha-
nischen Ruhrwerkes, hierin ein Niederschlag erzeugt. Der Zusatz
von pulverisiertem Eisenammoniakalaun wurde so lange fortge-
setzt, bis In einer herausgenommenen Probe keine Trilbung
bezw. Fallung mehr stattfand. Nach Beendigung dieses Ein-
rihrens hatte die LOsung eine weingelbe Farbe. Der Eisen-
niederschlag unterscheidet sich von den Eisenniederschlagen der
Peptone aus Gasein sowohl als auch aus Fibrin; er fiel anfangs
flockig, wurde dann kornig, wrar dunkelbraun bis rot und setzte
sich nach wenigen Augenblicken schon zu Boden. Er wurde
abgenutscht und so lange mit gesattigter Ammonsulfatldsung
gedeckt, bis das Filtrat vollig chlorfrei war.

Der, soweit als moglich abgenutschte, kdrnige Nieder-
schlag entsprach einem Verbrauch von 79 g Eisenammoniak-
alaun und wog 455 g. Er wurde in einer Reibschale mit Wasser

zu einem Brel angeridhrt und dann unter Umrihren in 2 |
Wasser gel0st.
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Nach M. Siegfried!) lassen sich die letzten Albumosen-
reste so nicht vollig entfernen, dagegen werden sie vollstédndig
ausgeschieden, wenn der erhaltene Eisenniederschlag mit Am-
moniak zersetzt, das Filtrat von Fe(OH)3 mit Ammonsulfat
gesattigt und einmal Ammoniak, dann konzentrierte Schwefel-
saure hinzugefugt wird.

Demgemal} zersetzte ich den in 2 [ Wasser geldsten Pepton-
eisenniederschlag mit Ammoniak unter Umrthren bei 40°. Hierbei
schied sich braunes Eisenhydroxyd ab, welches nach langerem
Stehen abgenutscht wurde. Dasselbe wurde mit Wasser zu
einem dunnen Brel angerieben und auf dem Wasserbade auf
ca. 50° erwarmt. Danach wurde abgenutscht, ausgewaschen
und die Waschwasser mit dem Filtrate vom Eisenhydroxyd
vereinigt. Die Flussigkeit wurde wiederum sowohl in alkalischer
als auch neutraler, als auch H2S04-saurer Ldsung mit Ammon-
sulfat ausgesalzen. Da bei jeder der drei Operationen die Ab-
scheidung der Restalboumosen nur in Form undurchsichtiger
Wolken stattfand, so war die Filtration, auch nach langerem
Stehen der Losung, mit groRen Schwierigkeiten verkntpft: das
Filter belegte sich bald mit einer schleimigen Schicht, die den
Hindurchgang der Flussigkeit vollig verhinderte. Bei dem Wechsel
des Filters war dagegen ein grolierer Verlust unvermeidlich.

Ich half mir daher folgendermalRen: Ich kochte zerkleinerte
Filtrierpapierschnitzel mit Ammonsulfatlésung langere Zeit und
verwandelte dieselben dadurch in einen dinnen Brei. Diesen
setzte ich der zu filtrierenden FlUssigkeit zu und ruhrte dieselbe
mit Hilfe eines Elektromotors mit Ruhrwerk schnell und kraftig.
Die Anwendung dieses Kunstgriffes ermoglichte es, dald nach
ca. 10 Minuten die LoOsung vOllig klar war; die Albumosen-
partikelchen hatten sich zusammengeballt und bildeten mit dem
Filtrierpapierbrel eine zusammenhdngende, am RduUhrer fest-
haftende Masse.

In diese nun »vollig aloumosefreie Peptonldsung wurde bei
saurer Reaktion wiederum gepulverter Eisenammoniakalaun
unter Umrihren eingetragen und, wie vorher, ein Eisennieder-
schlag gebildet. Diesmal betrug der Verbrauch an Eisen-

*) M. Siegfried, 1 c.
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ammoniakalaun 73 g, wahrend der, so weit als modglich ab-
gesaugte mit konzentrierter Ammonsulfatlosung gewaschene
Niederschlag 442 g wog. Die Farbe war etwas dunkler als
die des nicht umgefallten Eisenniederschlages. Dieser wurde
gelost, das Eisenhydroxyd durch Ammoniak abgeschieden. Das
Ammonsulfat wurde in Wasser mit Barythydrat zersetzt, das
BaS04 abfdtriert, der UberschuB an Ba(OH)? durch Einleiten
von CO0? als BaCO03, das abfiltriert wurde, entfernt. Die Fllssig-
keit, ca. 7 1, enthielt jetzt aulier dem Pepton nur noch Ammon-
karbonat. Sie wurde Im Vacuum bel 27—33° eingedampft.

Der Rulckstand wurde mit wenig warmem Wasser auf-
genommen und filtriert. Der dinne Sirup wurde dann mit
99°/oigem Alkohol in solchem Verhaltnis gemischt, dal} das

Verhaltnis an
Pepton . Wasser . Alkohol =

10 15 5

war. Nach Hinzuftigen von 1 ccm Eisessig wurde die Mischung
unter Umrdhren in 4 | Alkohol (99°/0) langsam eingegossen:
es schied sich das Glutinpepton in weilien Flocken aus. Nach-
dem sich dasselbe, nach 24 Stunden etwa, zu Boden gesetzt
hatte, wurde es abgesaugt, erst mit gentgend Alkohol, dann
mit Ather ausgewaschen und im Exsiccator einige Wochen
getrocknet. Die Ausbeute betrug in diesem Fall 39 g.

Die hier als Beispiel angefihrte Darstellung war die dritte
Darstellung.

3. Eigenschaften des Pepsin-Glutinpeptons.

Das erhaltene Pepton stellte ein schneeweil3es Pulver dar,
welches einen angenehmen, sauren Geschmack besitzt, vollig
geruchlos ist und blaues Lackmuspapier stark rotet. Es ist in
Wasser klar 16slich und zwar in jedem Verhaltnis, obgleich es
sich nicht zu schnell darin auflost. In absolutem Alkohol ist
es nur in Spuren l6slich.

Vollstandig unldslich ist es in wasserfreiem Ather, Benzol,
Chloroform.

In Methylalkohol ist es etwas 10slich, ebenso Iin Wein-
geist, und zwar umsomehr, je wasserhaltiger die letztgenannten
Losungsmittel sind.
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In gesattigter Ammoniumsulfatlésung ist das Pepton ebenso
schnell als in Wasser 10slich; erst bei starkster Konzentration,
z. B. 1 Teil Pepton und 2 Teile Wasser oder auch Ammonium-
sulfatlosung, ist die Losung schwach gelblich gefarbt, andern-
falls ist sie farblos. In gesattigter Ammonsulfatlosung bewirkt
weder der Zusatz von Ammoniak noch von konzentrierter
Schwefelsaure eine Fallung, nicht einmal eine Trlbung — ein
Zeichen, dall das Praparat vollig albumosefrei war.

Die Reaktionen des Peptons sind folgende:

Biuretreaktion: stark positiv, auch beim Kochen.

Mo lischsehe Reaktion: kaum vorhanden. Zusatz von
Ferroeyankalilosung und Essigsaure bewirkte keine Trib-
ung. Mit Gerbsaure gab die Peptonldsung eine starke Fallung,
der Niederschlag war in Essigsaure l6slich. Auf Zusatz einer
geringen Menge Pikrinsaure entstand kein Niederschlag, auf
Zusatz groRerer Mengen Pikrinsaure eine Trubung, aber keine
Fallung. Beim Erwarmen verschwand die Trlbung. Mer-
kurichlorid negativ, ebenso Bleiessig und Silbernitrat.
In verdinnten Peptonldsungen fallte Phosphorwolframsaure
nicht, in konzentrierten Losungen dagegen stark. Vollig negativ
waren die Reaktionen mit Metaphosphorsaure, die Xantho-
proteinreaktion und die Adamkiewiczreaktionen.

Nachstehend sei eine Ubersicht der Ausbeuten des Peptons
bei den verschiedenen Darstellungen angegeben.

|. Darstellung.

Verdaut wurden bei 37,5° wahrend 12 Tagen bei 0,4°0 HCI: 500 g
Gelatine in 4500 g Wasser mit 10 g Pepsin Dr. Grubler.

Ausbeute . 1,3 g Pepton.

ll. Darstellung.

Verdaut wurden bei 40° wahrend 27 Tagen bei 0,4°/0 HCI: 500 g
Gelatine in 3000 g Wasser mit 15 g Pepsin Dr. Grubler.

Ausbeute: 13 g Pepton.

Da dieses Pepton nicht vollig aloumosenfrei war, wurde
es nochmals ausgesalzen. Durch die bei diesen Manipulationen
unvermeidlichen Verluste verringerte sich die Ausbeute an Pep-
ton. Sie betrug nach dem Trocknen 2,8 g.
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l1l. Darstellung.

Verdaut wurden bei 40° wahrend 27 Tagen bei 0,3°/0 HCI: B/« kg
Gelatine in 15 | Wasser mit 45 g Pepsin Dr. Grubler (1 :7000).
Ausbeute: 39 g Pepton.
V. Darstellung.

Verdaut wurden bei 40° wahrend 30 Tagen bei 0,4°/0 HCI: 1 kg
Gelatine in 15 1 Wasser mit 45 g Pepsin Dr. Grubler (1 : 7000).
Ausbeute : 19,2 g Pepton.
VI. Darstellung.

Verdaut wurden bei 40° wahrend 30 Tagen bei 0,2°/0 HCI: 500 g
Gelatine in 20 1 Wasser.

Statt des Pepsins verwendete ich die Schleimhaut von
vier Schweinemagen.

Die Magen wurden, nachdem sie umgestulpt waren, mit
kaltem Wasser kurze Zeit gewaschen und dann vermittelst
eines scharfkantigen Uhrglases ausgekratzt. Der Schleim wurde
In ein Pulverglas gebracht, mit Wasser vermischt und so viel
Salzsaure hinzugefigt, dal die Flussigkeit 0,2°/0 davon ent-
hielt. Nach Zusatz von Chloroform und Thymol blieb das gut
verschlossene Glas 12 Stunden im Brutschrank bei 40° stehen.

Nach dieser Zeit wurde die Flussigkeit filtriert und ver-
mittelst einer Fibrinflocke auf ithre Verdauungsfahigkeit geprift.
Da das Fibrin leicht verdaut wurde, wurde mit dieser FlUssig-
keit die Gelatinelosung versetzt und dann noch soviel HCI zu-
geflgt, dall die Gesamtfllssigkeit 0,2°/o davon enthielt.

Ausbeute: 5,8 g Pepton.

Aulerdem verarbeitete ich noch ein mir von Herrn Prof.
Siegfried gutigst zur Verfigung gestelltes Rohpepton, welches,
da es nicht albumosefrel war, ausgesalzen und umgefallt wurde.
Es sei mit IV bezeichnet.

Die geringen Ausbeuten erklaren sich einmal durch die
grolle Widerstandsfahigkeit des Leims gegen Pepsin, sodann
aus dem Umstande, dal die Methode der Darstellung keine
guantitative ist.

4. Die Zusammensetzung des Peptons.

Um die Einheitlichkeit des neuen Peptons zu prifen,
wurden nicht nur die Praparate samtlicher Darstellungen (mit
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Ausnahme der ersten Darstellung, die nur zu Reaktionen Ver-
wendung fand) analysiert, sondern auch wiederholt umgefallt
und nach jeder Umféllung analysiert.

Die Trocknung der Substanz zur Ausfihrung der Elementar-
analysen ging auferst langsam von statten; ein Praparat war
auch nach dem Trocknen im Trockenschrank bei 70° inner-
halb 6 Wochen noch nicht konstant, aul’erdem bewirkte die
lange Trocknungsperiode eine teilweise Rlckbildung des Peptons
In Albumosen.

Trocknete ich bei 100° aus, so wurde das Pepton nach
4—6 Tagen gelblich; der Stickstoffgehalt anderte sich wesentlich.

Zur Beschleunigung der Trocknung des Peptons konstruierte
Ich mir einen EXxsiccator, der in der «Chemikerzeitung» 1903,
Nr. 16, S. 27 naher beschrieben ist.

Die Elementaranalysen wurden in der Ublichen Weise
durch Verbrennung mit CuO und Bleichromat ausgeflhrt. Hier-
bei zeigte sich, dal die Substanz mit Ausnahme des Peptons
der Il. Darstellung vollig aschefei war. Der Stickstoffgehalt
wurde teilweise nach Dumas, teilweise nach Kjeldahl bestimmt.
Folgendes sind die gefundenen Werte fir C, H und N:

Praparat der |I. Verdauung
wurde, zu kleiner Ausbeute wegen, nur zu Reaktionen verwendet.

Praparat der Il. VVerdauung
(Spuren Albumose enthaltend, Asche 0,38°0).

a) 0,2052 g Substanz gaben 0,3619 g C0O2 und 0,1259 g H20, d. i. G = 48,09 °/o
und H = 6,82 % ;

b) 0,1407 * » » 20,3 ccm tr. N ber 19° und 762 mm Bar.,
d . N = 17,11

Praparat der lll. VVerdauung
(vollig albumosefrei, fast S-frei, vollig aschefrei).

Nicht umgefalit.

a) 0,2236 g Substanz gaben 0,3965 g CO2und 0,1447 g H20, d. i. C = 48,35°/0
und H = 7,19°0;

b) 0,260 » » »  0,4612 g C0O2 und 0,1669 g H20, d. i.C = 48,38 °/o
und H = 7,13 °/o:
¢) 0,2097 » » »  0,3728 gC02und0,1297gH?20, d.i.C = 48,48

und H = 6,87 °/o



78 W. Scheermesser,

d) 0,2344 g Substanz gaben 35,0 ccm tr. N bei 757,4 mm Bar. und 22,0°,
d. i. N == 17,22 °/o;

e) 0,2348 » » 34,7 ccm tr. N bei 20,2° und 757,8 mm Bar.,
d.i. N = 17,19°.

Einmal umgefallt (ohne Essigsaure).
a) 0,2556 g Substanz gaben 0,4503 g CO2 und 0,1619 g H20, d.i. C = 48,04 °/o
und H = 7,03 °/o;

b) 0,2251 » »  0,3952 gC02 und0,1347 g H20, d.i. G = 47,84°l0
und H = 6,64°/0;

c) 0,230 » » »  0,4026 g GO2 und 0,1408 ¢.H20, d.i. G = 47,77 °lo
und H = 6,81 °/o;

d) 0,1864 » » 26,7 ccm tr. N bei 22° und 763 mm Bar.,
d. i. N = 16,64 °/o;

e) 0,2531 » » 37,4 ccm tr. N bei 20,5° und 763 mm Bar.,

d. 1. N = 17,08 °/o.

Zweimal umgefallt.
a) 0,2622 g Substanz gaben 0,4623 g C0O2 und 0,1583 gH20, d.i. G = 48,09°/0
und H = 6,71 °/o;

b) 0,2321 . »  0,4062 g CO2 und 0,1429 g H20, d.i. C = 47,74°l0
und H = 6,84 °/o;

¢) 0,1881 » » » 0,3296 g CO2 und 0,1187 g H20, d.i. C = 47,79 °/0
und H == 7,01 °/o;

dj 0,2032 » » » 28,3 ccm tr. N bel 12° und 764,5 mm Bar.,

d. i. N = 16,78°/o.

Dreimal umgefallt.
a) 0,2114 g Substanz gaben 0,3697 g C0O2 und 0,1270 g H20, d. 1. G =47,69°/0
und H = 6,67 °/o;

b) 0,1920 » »  0,3375 g C0O2 und 0,1161 g H20, d. .G = 47,94 °/o
und H — 6,72 °/o;
c) 0,2103 » » 30,5 ccm tr. N bei 11,5° und 758 mm Bar.,
d.i. N 17,36 °/o.
Praparat IY

(vOllig albumosefrei, fast S-frei, vollig aschefrei).
Nicht umgefallt.

a) 0,2232 g Substanz gaben 0,3955 g C02 und 0,1415 g H20, d.i. C =48,32°/o
und H = 7,04°/«;

b) 0,2686 » » 0,4738 g CO2und 0,1701 g H20, d.i.C =48,02 >
und H = 7,04°0;

c) 0,2005 » » »  0,3508 g CO2 und 0,1209 g H20, d.i. C = 47,73°/«
und H = 6,70 ¢/«;

d) 0,2412 » »  9,4219 9 CO, und 0,1476 g H,0, d. i. C =47,71°/»

und H = 6,79 °/o;
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e) 0,2566 g Substanz gaben 37,6 ccm tr. N bei 15° und 784,5 mm Bar.,
d. i. N = 17,11 °/o;

f) 0,2002 » ) » 29,0 ccm tr. N bei 14° und 763 mm Bar.,
d 1. N = 17,30 °/o.

Einmal umgefalit.
a) 0,2684 g Substanz gaben 0,4694 g CO? und 0,1608 g H20, d. h. G = 47,69 °/o
und H = 6,66 °/o;

b) 0,2011 »  » » 0,3508 g CO2 und 0,1207 g H20, d.i. G = 47,57 °/o
und H — 6,66 °/0

c) 0,1959 » ) » 28,2 ccm tr. N bei 15° und 7515,8 mm Bar.,
d i. N = 16,95°0;

d) 0,2166 » » » 32,2 ccm tr. N bei 20,2° und 757,1 mm Bar.,

d. i. N = 17,27 °lo.

Zweimal umgefallt.
a) 0,2505 g Substanz gaben 0,4392 g C0O2 und 0,1535 g H20, d.i. G =47,82°/0
und H = 6,81 °/o;

b) 0,2053 » * » 0,3617 g CO2 und 0,1245 g H20, d.i. G = 48,04 °/o
und H = 6,74°/0;
c) 0,1802 » » » 258 ccm tr. N ber 12° und 756 mm Bar.,

d i. N — 17,06>.

Dreimal umgefallt.
a) 0,2717 g Substanz gaben 0,4755 g C02 und 0,1632 g H20, d.i.G = 47,73 °lo
und H = 6,67 °/o;

b) 0,2605 » » » 38,55 ccm tr. N bei 19,5° und 755,6 mm Bar.,
d i. N = 17,18 °/o;
c) 0,2086 » » y 296 ccm tr. N bei 15° und 762,2 mm Bar.,

d. i. N = 16,87 °/o.

Praparat der V. VVerdauung
(vollig albumosefrei, fast S-frei, vollig aschefrel).

Nicht umgefallt.
a) 0,2402 g Substanz gaben 0,4202 g C0O2 und 0,1483 g H20, d.1. G = 47,71 °lo
und H = 6,86 °/o;

b) 0,1898 » » » 0,3337 g CO2und 0,1216 g H20, d.i. G = 47,90°/0
und H = 7,11°0:

c) 0,2212 » » » 0,3863 g CO2 und 0,1365 g H20, d.i C=47,63°/0
und H = 6,85°0;

d 0,991 » » y 24,41 ccm Vio-norm-H2S04, d. 1. N = 17,16 °/o,

¥ Einmal umgefallt.
a) 0,1974 g Substanz gaben 0,3482 g C0O2 und 0,1187 g H20, d.1. C = 48,11 °/o
und H = 6,68°/°;
b) 0,2643 » » » 0,4636 g CO2 d. I. G = 47,83 °/0;
c) 0,964 » » » 28,85 ccm tr. N bei 16° und 752,2 mm Bar.
d. i. N = 16,77 °o.
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Zweimal umgefallt.

a) 0,2552 g Substanz gaben 0,4508 g CO?2 und 0,1541 gH?20, d.i. C =48,17 °lo
und H == 6,70 °/o;

b) 0,2402 » » » 0,4214 g CO2 und 0,1463 g H20, d.1. C =47,84°/o
und H = 6,77 °/o;
c) 0,2086 » » » 29,1 ccm tr. N bei 15° und 756,3 mm Bar.,

d. i. N = 16,45 °/o.

Praparat der VI. Verdauung.

Nicht umgefallt. (
0,2198 g Substanz gaben 26,32 ccm l/io-norm-H2S04, d. i. N = 16,76°/0.

Gesamtubersicht der Analysen.

Praparat der Il. VVerdauung.

Nicht umgefallt  Berechnet

C°lo 48,09 — - Sk
H°/o 6,82 — — 6,8
N /o — 17,11 — 17,1
Praparat der lll. VVerdauung.
Nicht Einmal Zweimal Dreimal  Be-
umgefallt = umgefallt umgefallt umgefallt rechnet

!

C«/o 48,35 48,38 48,48 48,04 47,84 47,77 48,09 47,74 47,79 47,69 47,94 3.4
H°/0 7,19 7,13 6,87 7,03 6,64 681 6,71 6,84 7,01 667 672 6,8
N°/o 17,2217,19 — 16,64 1708 — 1678 — 1736 — 17,1

Praparat der IV. Verdauung.

Nicht Einmal Zweimal Dreimal Be-

umgefallt umgefallt umgefallt umgefallt rechnet

C°/0 48,32 48,02 47,7347,694757 — 884804 4773 — 481
H° 7,04 704 6,/0 666 666 — 681 674 — 667 — . 68

N°/o 17,11 1730 — 16,95 — 1727 — — 17,06 17,18 16,87 17.1
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Praparat der V. VVerdauung.

Einmal Zweimal

Berechnet
umgefallt umgefallt

Nicht umgefallt

G°o 47,71 4790 4763 48,11 47,83 48,17 47,84 48,1
H°/o 68 711 685 6,68 — 6,/0 6,77 6,8
N°/o 17,16 — — 16,77  — 16,45 — 17,1

Praparat der VI. Verdauung.

Nicht umgefallt Berechnet

N °/o 16,76 17,1

Aus den gefundenen Zahlen berechnet sich als einfachste
Formel flr das Pepsin-Glutinpepton:
CISH8IN, 010.

5. Zink- und Barytsalze des Pepsin-Glutinpeptons.

Zur Darstellung der Zinksalze wurde chemisch reines
Zinkoxyd von «Kahlbaum» mehrere Male mit Wasser ausgekocht
und mit einer LOsung von Pepton bis zum Aufkochen erhitzt.
Nach dem Erkalten wurde filtriert, nachgewaschen und die
LOosung bis zur dinnen Sirupkonsistenz auf dem Wasserbade
eingeengt. Diese Flussigkeit wurde in absolutem Alkohol unter
kraftigem Umrdhren gefallt. Hierbel schied sich das Zinksalz
In Form von Nadeln ab, die aber keine Kristalle waren. Der
Niederschlag wurde abgesaugt, mit Alkohol und Ather nachge-
waschen und sodann zunachst im Exsiccator, darauf im Trocken-
schrank bei 70° getrocknet. Das Trocknen ging gut von statten:
es bedurfte ca. 1 g Salz nur etwa 8 Tage, um konstant zu sein.

Bei der Darstellung der Barytsalze wurde das Pepton zu-
nachst In einer frisch bereiteten Barythydratlosung geldst und
dann CO2 bis zur *eben noch alkalischen Beaktion eingeleitet.
Nach dem Aufkochen und Erkalten wurde filtriert. Das Filtrat
wurde, wie beim Zinksalz, eingeengt und in Alkohol gefilit.

Folgendes sind die gefundenen Zn-, Ba- und N-Werte der dar-
gestellten Zink- bezw. Barytsalze der verschiedenen Verdauungen:

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLI. 6
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Praparat der Il. Verdauung.

a) 0,2772 gZn-Salzgaben 0,0173 g ZnO, Zn = 5,00°/0;
b) 0,3368 » » » 0,0208 » » » = 4,95°%
¢) 04258 »Ba-Salz » 0,0724 » BaS04 Ba = 10,0°.
Praparat der Ill. Verdauung.
Zinksalze.

Aus nicht umgefalltem Pepton.
a) 0,5767 gZn-Salz gaben 0,0371 g ZnO, Zn = 5,15 °/o;
b) 0,3666 » » » 0,0233 » » y = 5,10 °/o.

Aus einmal umgefalltem Pepton,
a) 0,4099 g Zn-Salz gaben 0,0255 g ZnO, Zn == 4,98 °..
Aus zweimal umgefalltem Pepton.
a) 0,489 gZn-Salz gaben 0,0299 g ZnO, Zn = 4,88 °/o;
b) 0,4041 » » » 0,0241 » » v = 4,79 °o.

~

Barytsalze.
Aus nicht umgefalltem Pepton.
a) 0,2584 gBa-Salz gaben 0,0440 g BaS04 Ba = 10,0 °/o;
b) 0,3587 » » » 0,0614 » » y = 10,06°/0:
c) 0,200 » oy y 26,3 ccm tr. N beil 16° und 765,1 mm
Bar., N = 15,6.3°0.

Praparat der IV. Verdauung.
Zinksalze.

Aus nicht umgefélltem Pepton.
a) 0,3085 gZn-Salz gaben 0,0193 g ZnO, Zn == 5,02 °/o;
b) 0,1818 » » » 24,7 ccm tr. N bei 15° und 764 mm
Bar., N = 16,19°/o.

Aus einmal umgefalltem Pepton.
a) 0,3244 gZn-Salz gaben 0,0198 g ZnO, Zn = 4,90 °/o
b) 0,2444 » » » 33,2 ccm tr. N bei 10° und 746 mm
Bar., N = 16,09°%o.

~

Aus zweimal umgefélltem Pepton,
a) 0,3371 g Zn-Salz gaben 0,021 g ZnO, Zn = 5,00%o.

Aus dreimal umgefalltem Pepton.
a) 0,2620 gZn-Salz gaben0,016 g ZnO, Zn = 4,90 °/o;
b) 0,4011 » » » 0,0243 » » » = 4,85°/o.

Barytsalze.

Aus nicht umgefalltem Pepton.
a) 0,4038 ¢gBa-Salz gaben0,0721 BaS04, Ba = 10,50 °/o;
b) 0,431 » » 0,075 » y = 10,23°/0:
¢) 0,2551 » » y 27,77 ccm l1o-norm-H2504,N = 15,19 °/o.
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Praparat der V. Verdauung.
Zinksalze.
Aus nicht umgefalltem Pepton,
a) 0,4492 g Zn-Salz gaben 0,0276 g ZnO, Zn = 4,93°/.
Aus einmal umgefélltem Pepton.
a) 0,214  gZn-Salz gaben 0,0137 g ZnO, Zn = 5,13°/0;
b) 0,2303 » » y 26,82 ccm l/io-norm-H2S04,N = 16,30°/0.
Barytsalze.

Aus zweimal umgeféalltem Pepton.
a) 0,5398 gBa-Salz gaben 0,0921 g BaS04, Ba = 10,03 °/o;

b) 0,2012 » » » 22,28 ccm Vio-norm-HgSOM N = 15,50 °/o.
Zinksalze.

Il. Ver- V. Ver-
dauung I1l. Verdauung V. Verdauung dauung  be-
_ _ _ rech-

nicht nicht €In- zyweimal nicht einmal  ZWel- dreimal nicht ¢€IN-
umgefallt umgefallt ma umgefallt umaqgefallt fallt ma 3 mal net

g g umg. g g umgefa umg. umgefallt umg. umg.
Zn°/o 5,00 4,95 5,15 5,10 4,98 4,88 4,795,02 — 490 — 5,004,904,85 4,93 5,13 5,20
N — — —  — — 1619 — 16,09 — 16301621

|

Barytsalze.
Il. Ver-
dauung 1. Verdauung IV. Verdauung V. Verdauung be-
_ rech-
un:]glc;?;llt nicht umgefalit nicht umgefallt uzr\;vsgfrﬁ:t net
Ba°/o 10,00 10,00 10,06 10,50 10,23 10,03 10,69
N°/o 15,63 15,19 15,50 15,30

6. Drehung der Polarisationsebene durch das Pepsin-Glutinpepton.

Wie alle bisher bekannten Peptone optisch aktiv, und
zwar linksdreheiid, sind, so kommt auch dem Leimpepton diese
Eigenschaft zu. Zur Bestimmung der spezifischen Drehung des
Praparates trocknete ich ca. 0,2 g Substanz bei 65° nach Vor-
trocknung Im EXxsiccator bis zur Gewichtskonstanz und 10ste
dieselben in einem 20 ccm-Ko6lbchen in abgekochtem destillierten

6*
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Wasser auf. Polarisiert wurde in einem Halbschattenapparat,
der eine Einstellung auf 0,01° gestattet. Bezeichne ich mit ¢
den Prozentgehalt der LOsung, mit t Temperatur, L Rohrlange
In Dezimeter, a die Ablenkung, so sind folgende die gefundenen
Werte, aus denen sich a[D] berechnet.

Praparat der Ill. VVerdauung.
Nicht umgefallt.
l.c 5,267 2.c = 2,12
t 20- daraus t =20° F daraus
L 1 a|D]20 = —81,83° L=2 a[D]20 80,00°
a 4,31 | a = — 3,39°
Ohne Essigsaure umgefallt,
c = 2,9046
t =20°
L =2 daraus a[D]20 = —83,66°
ot = — 4,86°
Einmal umeefallt.
l.Cc 1,632 2. c= 4,232
t 20- daraus t 20,5° daraus
L 2 a[D]20 = — 77,51° L 2 a[D]A" = — 77,62°
a —2,53°a — 6,57°
3.c= 2111
t = 20°
L =4 daraus a[D]20 77,9°
a = — 3,29°
Zweimal umgefallt.
1.c 2,445 2. ¢ = 3,000
t 20° daraus t = 20° daraus
L 4 a[D]2i = — 78,06° L =2 arDI20 = — 77,83°
a — 7,65° a=—4,67°
Praparat der IV. VVerdauung.
Nicht umgefallt.
1.c = 1,110 2.¢c==2,70
t = 200 daraus t =20° daraus
L — 4 a[DI20 = — 76,13° L =2 «[DI20 = — 76,11°
ot = — 3,38° a=—411°
Ohne Essigsaure umgefallt,
c = 2,196
t = 20°
L 2 daraus a[D]20 = — 84,01°

a — — 3,69°
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Einmal umgefallt.

1.¢c = 1,089 2.¢c = 3,54
t = 185° daraus t = 19° daraus
L =2 a[D]18'6 = — 77,13° L =2 «[Dl»» = —77,12°
a = —1,68° a = —b5,46°
Zweimal umgeféllt.
1l.c = 0,722 2. c = 1,982
t = 20° daraus t = 22° daraus
L —2 a[D]20 = —7756° L =2 <*[D]22 = — 76,44°
a =—112° a = —3,03°
Dreimal umgefallt.
1.c = 1231 2. ¢ = 3,741
t =21,5° daraus t = 18° daraus
L =2 a[D]210=—7758° L =2 a[D]18 = — 77,78°
a—=—1091° a = —>5,82°
Praparat der V. VVerdauung.
Nicht um gefallt.
c = 2,87
}_ i 220 daraus a[D]20 — — 82,05°
a = — 4,710
Ubersicht tber die gefundenen Werte fir a[D]-
l1l. Verdauung V. Verdauung V. Verdauung
= o = = - o = = = =
s S S & T 5 s £ 8 3
T SE= > %% B= 2 > &
> o282 g g ©o =28 g E g ©
S B @ S > = n O S = > &
> e S “ o — >
<= v S = = v > = = =
= E £ 'S L £ £ o 3 =

81,83 83,66 7751 78,06 76,13 84,01 77,13 77,56 77,58 82,05
80,00 — 7762 7783 76,11 — 77,12 76,44 77,78

7790 - =
)

7 Molekulargewichtsbestimmung nach Beckmann.
Zur Molekulargewichtsbestimmung des Pepsinglutinpeptons

durch Gefrierpunktserniedrigung wurde ausgekochtes Wasser als
Losungsmittel verwendet.
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3,772 1

Nullpunkt 3,770 > angenommener Wert = 3,771°.
3,771 |

Angewandte Menge Substanz = 0,3254 g.
3,666

Erstarrungs - Punkt 3,665

3.660
3.661 angenommener Wert = 3,661.
Depression = 0,110°. *

Daraus ergibt sich nach der Formel m

Molekulargewicht m = 558,4.

Als Konstante flur Wasser ist hierbei 1,89x) angenommen.

Aus der Formel C23H3INT7O10 berechnet sich das Molekular-
gewicht zu 573,2.

Das gefundene Molekulargewicht stimmt scheinbar mit dem
berechneten Uberein, wenigstens soweit, als man dies bei einem
so hochmolekularen Korper erwarten kann; trotzdem durfte das
gefundene Molekulargewicht zu niedrig sein, wenn man die
Zerfallsprodukte des Leimpeptons in Betracht zieht; jedenfalls
Ist das wirkliche Molekulargewicht ein mehrfaches der gefundenen
Zahl, mindestens aber doppelt so grof.

~'p das

8. Spaltungsversuche.

Ich fihrte im ganzen drei Spaltungsversuche aus: den
ersten mit 14 g Substanz IV. Darstellung, die beiden andern
mit je 6 g Ill. bezw. V. Darstellung. Bei der mit 14 g Pepton
ausgefuhrten Spaltung kam es mir vorzugsweise darauf an, die
entstandenen Produkte zu isolieren, bel den beiden andern
Spaltungen hauptsachlich die Verteilung des Stickstoffs im Pepton-
molekdl in quantitativer Beziehung, als Amid-, Monoamino- und
Diamino-N, festzustellen. Aber auch bei der ersten Spaltung aus
14 g Pepsin-Glutinpepton, bel welcher die erhaltenen Spaltungs-
produkte isoliert wurden, wurde gleichzeitig die Verteilung des
Stickstoffs festgestellt und bei der Gewinnung der erhaltenen
Spaltungsprodukte, soweit dies moglich war, quantitativ gearbeitet.

Y E. Beckmann, Uber die Methode der Molekulargewichtsbe-

stimmung durch Gefrierpunktserniedrigung. Ztschr. f. Phvsik. Chemie,
Bd. Il, 1888, S. 716.
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Erster Spaltungsversuch.
Spaltung von Mg Pepsin-Glutinpepton, V. Verdauung.

14 g Pepton wurden mit einer Mischung von 100 g Wasser
und 50 g konzentrierter Schwefelsaure 12 Stunden lang am
Rlckflulkthler gekocht, mit Wasser verdinnt und auf 500 ccm
aufgefllt. Die Ldsung war somit 2,8°/oig.

Hiervon wurden je zweimal 5 ccm (entsprechend ca. 0,14 g
Pepton) Kkjeldahlisiert.

a) 5 ccm brauchten 16,94 ccm Pio-norm-HgSCA,
b) 5 ccm brauchten 16,98 ccm 1/i0-norm-H2S04,

Im Mittel brauchten
5 ccm = 16,96 ccm [/io-norm-H2S04 entsprechend 0,023744 g N.

Somit sind in den 500 ccm Spaltungsflissigkeit 2,3744 g N.
Da das Pepsin-Glutinpepton 17 °/o Stickstoff enthalt, entsprechen
diese 2,3744 ¢ N = 13,96 g Pepton.

Nach Feststellung des N-Gehaltes wurde die Fllssigkeit
mit 950 ccm Wasser verdunnt, so dal3 dieselbe ca. 5°/0 H2S04
enthielt, auf 65° angewarmt und mit Phosphorwolframsaure-
|osung gefallt. Hierzu waren ca. 50 g feste Phosphorwolfram-
saure notig. Zu bemerken ist, dal die von Kahlbaum bezogene
Saure in allen Fallen, wo sie zur Verwendung kam, vorher
durch Ausschutteln mit Ather aus der wasserigen Lésung und
Il:TianieBenIassen des Athers in heiRes Wasser (Verdampfen des
Athers) gereinigt wurde.

Bel der Fallung der Basen bildet sich ein volumindser,
kasiger Niederschlag von grauweil3er Farbe, der sich leicht ab-
setzte und sich schnell absaugen liell. Er wurde mit 5°/oiger
kalter Schwefelsaure ausgewaschen.

|. Der Phosphorwolframsaureniederschlag

wurde nach Vorschrift Siegfrieds durch Anwarmen, unter
Zusatz von etwas Ammoniak, in Wasser gelost, die Phosphor-
wolframsaure und Schwefelsaure durch Baryt, das Baryum durch
Ammonkarbonat entfernt.
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Zur Bestimmung des im Phosphorwolframsaureniederschlag
enthaltenen Stickstoffs war es notig, einmal die Niederschlage
von BaS04 und Ba-Phosphorwolframat so gut als irgend maoglich
auszuwaschen, sodann das Ammonkarbonat der Losung durch
Eindampfen auf dem Wasserbade vollig zu entfernen. Der
zurlckbleibende Sirup wurde in 250 ccm gelGst.

Von dieser LOsung brauchten
a) 10 ccm = 18,56 ccm Pio-norm-H2S04,
b) 10 ccm = 18,56 ccm 1/io-norm-H3S04

Im Mittel brauchten
10 ccm = 18,56 ccm 1lio-norm-H2S04, entsprechend 0,0260 g N.
Somit sind in den 250 ccm Flussigkeit 0,650 g N, d. 1. der
Stickstoff des Phosphorwolframsaureniederschlages. Durch vor-
sichtigen Zusatz von Silbernitratlosung entstand in dieser FlUssig-
keit ein flockiger Niederschlag. Die Abscheidung des Arginins
geschah nach Kossels Vorschrift.

Der schnell braunschwarz werdende Niederschlag wurde,
vor Licht geschutzt, von der Flussigkeit abfiltriert und mit
Barytwasser nachgewaschen, sodann zur Entfernung des Ba und
Ag mit H2S04 und HCI geschuttelt und filtriert.

In dieser LoOsung wurde nun wiederum ein Phosphor-
wolframsaureniederschlag erzeugt, der, wie vorher, von der
Phosphorwolframsaure und Schwefelsaure befreit wurde. Die
LOsung eingedampft, gab einen Syrup, dessen Gewicht 1,5g betrug.

Nach Verdlunnen des Sirups wurde nach der von Hedinl)
angegebenen Methode auf «Histidin» geprift. Diese Methode
beruht auf der Fallbarkeit des Histidins durch Ammoniak und
Silbernitratlésung.

Histidin war nicht vorhanden.

Bemerkt sel, dall auch Siegfried2) Histidin In seiner
Arbeit bei der Zersetzung des «Glutokyrins» nicht nachweisen
konnte.

P Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 192.

) M. Siegfried, Zur Kenntnis der Hydrolyse des EiweiRes, Ab-
druck aus dem Bericht der math.-physik. Klasse der Konigl. Sachs. Gesell-
schaft der Wissenschaften zu Leipzig vom 2. Marz 1903.

1‘
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Die mit HNO3 wieder schwach sauer gemachte Fllssigkeit
wurde eingeengt, filtriert und mit Alkohol versetzt. Nach und
nach wurde dieser Losung Ather bis zur beginnenden Triibung
zugegeben. Schon nach einem Tage hatten sich am Boden des
Gefalles buschelformig gruppierte Nadeln abgesetzt. Als eine
Vermehrung der Kristalle nicht mehr eintrat, wurden diese von
der Mutterlauge getrennt und mit Alkohol, dann Ather nach-
gewaschen. Nach dem Trocknen Uber H2S04 wurde der Ag-
Gehalt bestimmt.

0,1422 g Ag-Salz gaben 0,0392 g Ag.
Ag gefunden Ag berechnet
27,50%0 26,55 °/0.

Da der Silbergehalt, auf Argininsilbernitrat berechnet, zu
hoch war, wurde das Salz aus verdinntem Alkohol umkristalli-
siert. Danach ergaben:

0,2378 g Ag-Salz = 0,0630 g Ag.
Ag gefunden Ag berechnet
26,49 °lo 26,55 °fo

N-Bestimmung:
0,1528 g Substanz gaben 27,3 ccm tr. Nbei 19° und 750,2 mm Bar.

Gefunden Berechnet fir CJLINMU « HNO3 * NChAg :
20,61 °/o N. 20,68 °/o N.
Bestimmung der optischen Drehung fur Argininsilbernitrat:
c = 1,339
t — 20°
kK g daraus a[D]20 = ~T 6,30°
a = -~0,17°

Herr Professor Dr. Siegfried hatte die Gite, diese Pola-
risation selbst mit auszufthren. Gulewitschl) fand fir Arginin-
silbernitrat a[D]20 — -f- 5,60°.

Ich fand den Schmelz- und Zersetzungspunkt bei 184°,
wahrend Gulewitsch 180 bis 183° angibt.

Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag wurde nochmals
filtriert und mit JC1 und H2S04 von Ag und Ba befreit; es
wurde dann wiederum mit Phosphorwolframsaureldsung versetzt.
Der entstandene Niederschlag wurde, wie vorher beschrieben,
zersetzt, die Niederschlage sehr exakt ausgewaschen und die

b Gulewitsch, Diese Zeitschr., Bd. XXVII.
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FlUssigkeiten zur Sirupkonsistenz eingeengt. Dieser Sirup wog
1,59. Da In thm die Base Lysin vermutet wurde, wurde er
mit 7,5 g Platinchlorid, d. i. die flnffache Menge des Sirups,
vermischt und iIn ein weithalsiges Glas mit Alkohol gespuilt.
Nach M. Siegfried ist es namlich nétig, um ein leichtes Kristal-
lisieren des Platindoppelsalzes von Lysin zu erreichen, die funf-
fache Menge Platinchlorid zu verwenden.

Nach und nach gab ich zu der alkoholischen Flussigkeit
Ather und setzte dies so lange fort, bis auf Zusatz von Ather
eine Trubung nicht mehr entstand. Schon nach 12 Stunden
hatten sich am Grunde des Gefalies reichliche Kristalle in Form
eines feinen Pulvers abgeschieden, das unter schwacher Ver-
groBerung als goldgelbe Kristallnddelchen zu erkennen war.
Sie wurden nach acht Tagen abgesaugt, mit wasserfreiem Ather
nachgewaschen und im Vacuum uber Schwefelsdaure getrocknet.
Beim Trocknen verlor das feine, aulierst hygroskopische Kristall-
mehl seinen Glanz und ging In ein schmutziggelbes Pulver Uber.
Es wog 2,365 ¢. Zur ldentifizierung wurde der Pt-, C-, H- und
N-Gehalt bestimmt. Uber Schwefelsdure getrocknet, wurden
folgende Werte gefunden:

|. 0,2798 g Substanz gaben 0,0918 g Pt.
Il. 0,2443 g Substanz gaben 10,9 ccm tr. N bei 20° und 732 mm Bar.
[1l. 0,1468 g Substanz gaben 0,0505 H20 und 0,0864 g CO2

Berechnet fur
Gefunden 2 C6HI4N.,02 + Pt C16H.2

+ C,H6(0H)
Pt’/lo 32,88 32,37
C° 16,05 15,95
H > 3,82 3,69
N > 5,06 4,67

Il. Das Filtrat vom Phosphorwolframsaureniederschlag

wurde auf IMa | aufgeftllt und davon zweimal in je 10 ccm
der Stickstoff bestimmit.

Die Zerstorung der organischen Substanz durch H2SO04
bei Gegenwart von Phosphorwolframsaure geht aufierst langsam
vor sich; sodann aber auch findet haufiges explosives Stolien
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der Kjeldahlkolben statt.l) Auch Hausmann erwahnt in
seiner Arbeit diese Tatsachen. Er findet, dal man oft erst
nach 20 Stunden eine vollstandige Zersetzung der Substanz
erreicht.
10 ccm der auf 1V: | aufgefullten FlUssigkeit brauchten
a) = 8,38 ccm Vio-norm-HsSCh.
b) = 8,05 ccm l/io-norm-H2S04

Im Mittel brauchten
10 ccm == 8,21 ccm 1lio-norm-H2S04 entsprechend 0,011494 g N.

Nach Feststellung des Stickstoffgehaltes wurde aus der
FlUssigkeit die Phosphorwolframsaure entfernt und dann auf
ca. 100 ccm eingeengt.

In dieser Losung wurde durch allmahliches umschichtiges
Zusetzen von ammoniakalischer Silbernitratlosung und Silber-
nitratlosung eine Fallung erzeugt. Der sich sehr rasch ab-
setzende Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser, Alkohol
und schlieRlich Ather nachgewaschen und im Vacuum Uber
Schwefelsaure getrocknet. Die Ausbeute betrug 4,7 g.

0.1615 g Substanz gaben 0,0957 g Ag.

berechnet gefunden
fir glutaminsaures Ag
59,29 °lo Ag 59,83 °lo Ag.

Aus dem Silbersalz wurde nun Glutaminsaurechlorhydrat
dargestellt. Dieses wurde im Neubauerschen Tiegel abge-
saugt, mit kalter rauchender HCI nachgewaschen und im Vacuum
Uber Natronkalk getrocknet.

1. 0,1496 g Substanz gaben 0,1148 g AgCl = 0,0284 g CI.
Il. 0,1698 g Substanz gaben — 9,55 ccm U10"norm-H2S04 ent-

sprechend 0,01337 g N.

Gefunden berechnet
Cl 18,98 °/o 19,31 °/o
N 7,87 °lo 7,74 °lo

Es lag somit Qlutaminsaurechlorhydrat vor. Zur weiteren
Charakterisierung dieses Korpers wurde das optische Drehungs-
vermoégen bestimmit.

9 Der inzwischen von M. Siegfried (Diese Zeitschr., dieses Hefft,
S. 1) beschriebene Kjeldahlapparat stand mir noch nicht zur Verfiigung.
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Das Praparat drehte die Polarisationsebene nach rechts.
0,6576 g wurden Iin 20 ccm 20°/'oiger HCI gel0ost.

c = 3,288 °/o
t = 20,5°

L — 2

a = -~ 161°

Daraus berechnet sich fir
C3H5NH2 (COOH)2. HCI
«[D]205™ 4- 24,48° !
fur freie Glutaminsaure
a[D]205 = [ 30,56°.

Emil Fischer und Th. Doerpinghaus,l) die unter den
gleichen Bedingungen (L0Osen in 20°/oiger HCI) wie ich das
spezifische Drehungsvermogen der Glutaminsaure bestimmten,
fanden dasselbe fur Glutaminsaure aus

Horn = -~ 31,91°
Casein = -f- 28,21°
Gelatine = -f- 30,85°,
wahrend Scheibler?) einen Wert von -f- 25,5° angab.

In neuerer Zeit bestimmte aulBer Fischer noch Schukows)4
das spezifische Drehungsvermogen der Glutaminsaure, gewonnen
aus Melasseschlempe der Dessauer Strontianraffmerie zu -f- 26,52°.
Mullerd) wiederum fand «[D]20 von Glutaminsaure aus «Anti-
pepton a Siegfried» zu -|*“ 30,62°.

Das Filtrat vom glutaminsauren Silber wurde mit Schwefel-
ammonium entsilbert und dann auf dem Wasserbade einge-
dampft. Der hierbei verbleibende Rickstand wurde mit heil}em
Alkohol mehreremal extrahiert, der Rlckstand in Wasser gel0st
und in Alkohol von ca. 40° Temperatur eingegossen. Zur voll-
standigen Losung war dazu ca. 1 | Alkohol nétig. Beim Er-
kalten schieden sich an den Seiten sowie am Boden des Becher-

*) Diese Zeitschr., Bd. XXXVI, S. 475, zum Artikel: «Hydrolyse
des Horns».

2) Bericht der Deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. 17, S. 1728.

3) Zeitschrift des Vereins der deutschen Zuckerindustrie, 1900,
Bd. 50, S. 814.

4) Dissertation: Beitrag zur Kenntnis des Antipeptons. Leipzig 1903.
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glases wahrend drel Tagen gelblich gefarbte ca. 3 mm dicke,

warzenformige Gebilde aus, die dreimal umkristallisiert wurden.
Getrocknet wogen sie 1,588 g.

Zur Elementaranalyse wurde bel 70° getrocknet.

|. 0,2024 g Substanz gaben 0,2404 CO2 und 0,1233 H20.

Il. 0,1934 g Substanz gaben 25,83 ccm 7io-norm-H2S04 entsprechend
0,036162 g N.

berechnet flr

gefunden C. PO
C 32,39 °lo 31,96 %
H HV oo 6,71 °lo
N 18,69 olo 18,70 °/o

Der Schmelz- und Zersetzungspunkt wurde Gbereinstimmend
In zwel Fallen gefunden: 234°.

In dem Filtrat vom glutaminsauren Silber war also Glyko-
koll vorhanden.

Es sind somit bei der Spaltung des Pepsin-Glutinpeptons
als sicher isoliert worden:

Arginin,

Lysin,
Glutaminsaure,
Glykokoll,

wahrend mit Sicherheit die Abwesenheit von Histidin nach-
gewiesen werden konnte.

Zweiter Spaltungsversuch.
Spaltung von 6 g Pepsin-Glutinpepton 1ll. Verdauung.

Bel diesem, wie auch im dritten Spaltungsversuch sollte
die Verteilung des Stickstoffs im Peptonmolektl bestimmt werden.
Zu diesem Zwecke wurden 6 g Pepton, Ill. Verdauung, mit
einer Mischung von 40 g Wasser und 20 g konzentrierter
Schwefelsaure 12 Stunden lang am Ruckflukihler gekocht,
und diese Flussigkeit, die einen Ruckstand nicht enthielt und
von goldgelber Farbe war, auf 250 ccm aufgefilit.
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Von dieser Flissigkeit brauchten
5 ccm = 14,47 ccm Vio-norm-H2S04 entsprechend 0,020244 g N.
Somit enthalten die 250 ccm = 1,0122 g N,
was, bei Annahme von 17°/0 N im Pepsin-Glutinpeptonmolekdl,
5,954 g trockenem Pepton entspricht. In dieser Losung wurde
nun zunachst der

Amidstickstoff

bestimmt und dabei die von Mdualler (1. c.) zur Beobachtung
empfohlenen Vorschriften eingehalten.

Insbesondere wurde das Magnesiumoxyd auf Ammoniak
gepruft: es war vollig frei davon.

Von der Spaltungsflussigkeit wurden 20 ccm mit 20 g MgO
destilliert und das Destillat -|- 20 ccm Vorlage (Vio-norm-HgSOJ
zur Entfernung der CO02 (vom MgO) gekocht.

20,00 ccm Vio-norm-H2S04
— 20,00 ccm 1/10-norm-Ba(OH2).
Amidstickstoff war also nicht vorhanden.

20 ccm Spaltungsflssigkeit —

Bestimmung des Diaminostickstoffs
(Phosphorwolframsaureniederschlag).

Nach Entfernung der Phosphorwolframsaure und Schwefel-
saure, wie dies Im I. Spaltungsversuch beschrieben wurde und
Auffillen der eingedampften FlUssigkeit auf 250 ccm brauchten

a) 25 ccm = 16,28 ccm 1/io-norm-H2S04
b) 25 » = 1598 » l/io-norm-H2S04.

Im Mittel brauchten
25 ccm = 16,13 ccm Norm.-1/i0-H2S03 entsprechend 0,022582 gN.

Somit sind in dem Phosphorwolframsaureniederschlag
= 0,22582 g N. Dieser Stickstoff verteilt sich auf Arginin
und Lysin.

Zur Ermittelung, wieviel N auf jede der beiden Basen
kommt, wurde in dreimal 50 ccm der Argininsilberbarytnieder-
schlag erzeugt; derselbe wurde mit Barytwasser nachgewaschen
und Kjeldahlisiert.

Der Argininsilberbarytniederschlag
a) verbrauchte 20,54 ccm Vio-norm-H2S04
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b) Kolben gesprungen
¢) verbrauchte 20,06 ccm Vio-norm-H2S04,
Im Mittel brauchten
von 50 ccm Niederschlag = 20,30 ccm Vio-norm-H2S04
entsprechend 0,02842 g N.
Somit kommen auf Arginin
0,1421 g N.

Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag (Lysin).

Der Lysinstickstoff wurde im Filtrat bestimmt; in a) wurde
das beim Zerstdren der organischen Substanz durch H2S04
sich bildende BaSO04 nicht entfernt. Hierdurch gestaltete sich
das Erhitzen mit H2S04 infolge Siedeverzuges zu einer schwierigen
Operation. Fur b) und c) wurde vor dem Erhitzen mit Schwefel-
saure zu der Flussigkeit H2S04 im UberschuR zugegeben, auf-
gekocht und vom BaSO04 abfiltriert, das Baryumsulfat mit heifsem
Wasser ausgewaschen. Nach dem Eindampfen und Kjeldahli-
sieren brauchten

a) = 11,92 ccm Vio-norm-LI12S04
b) = 11,31 » lio-norm-H2S04
¢) = 11,74 » 1/io-norm-H2S04.

Im Mittel = 11,66 ccm entsprechend 0,016324 g N.

Somit kommen auf Lysin
0,08162 g N.J)

Bestimmung des Monoaminostickstoffs im Filtrat
vom Phosphorwolfram saure nie der schlag.

Das Filtrat vom Phosphorwolframsaureniederschlag be-
trug 255 ccm; der Niederschlag war mit einer Ldsung von
5°/0 Phosphorwolframsaure und 5°/0 Schwefelsaure nachge-
waschen, wozu 85 ccm notig waren.

Filtrat und WaschflUssigkeit wurden vereinigt und auf
500 ccm aufgefullt. Hiervon brauchten

a) 25 ccm = 22,81 ccm l/io-norm-H2S04;
b) 25 » = 22,90 » 1/jo-norm-H2S04.

3 Die bei Gegenwart von Salpetersaure ausgefiinrten N-Bestim-
mungen geben etwas zu hohe Werte. M. Siegfried.
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Im Mittel brauchten
25 ccm — 22,85 ccm 1/io-norm-H2S04, entsprechend 0,03199 g N.
Somit sind in diesen 500 ccm Filtrat vom Phosphor-
wolframsaureniederschlag 0,6396 g N.

Wieviel Monoaminostickstoff kommt hiervon auf
Glutaminsaure?

Die Glutaminsaure wurde, wie im ersten Spaltungsversuch,
mit ammoniakalischer Silbernitratiosung rfnd AgNQ03 geféllt.
Ausbeute an uUber H2S04 im Vacuum getrocknetem (C5H7TNO4)Ag?
— 1,6112 g. Da der Stickstoffgehalt des glutaminsauren Silbers
sich auf 4,05°/0 berechnet, so entspricht dies 0,06525 g N.

Ubersicht tUber die prozentische Verteilung des Stickstoffs im
Pepsin-Glutinpeptonmolekul des Il. Spaltungsversuches.

. . Gesamt-N
Amid-N Basen-N Monoamino-N statt 100 °/o
S 24.79 °lo 70,21 olo 95,0 0/o
Davon Davon
kommen auf kommen auf
Arginin Lysin Glutaminsaure

1559 °/o 8,95 > 10,20 >

Dritter Spaltungsversuch.
Spaltung von 6 g Pepsin-Glutinpepton, V. Verdauung.

Der dritte Spaltungsversuch war die Parallele zum zweiten
Spaltungsversuch. Die Ausfihrung war in allen Fallen genau
die gleiche wie beim zweiten.

Die durch Spaltung von 6 g Pepton erhaltene LOsung
wurde auf 250 ccm aufgefulit.

Von dieser Flissigkeit brauchten
5 ccm = 14727 ccm Vio-norm-H2S04, entsprechend 0,019978 gN.

Somit enthalten die 250 ccm = 0,9989 g N, was bel An-
nahme von 17°0 N im Pepsin-Glutinpeptonmolektl 5,876 ¢
trockenem Pepton entspricht.
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Amidstickstoff

war nicht vorhanden:
L 20 ccm l1o-norm-H2S04

20 ccm Spaltungsflissigkeit — 1962 » 1nho-norm-Ba(OH)2

Bestimmung des Basenstickstoffs
(Phosphorwolframsaureniederschlag).

250 ccm aufgefillte Flassigkeit.
Hiervon brauchten

a) 25 ccm = 16,47 ccm 1/io-norm-H2S04

b) 25 » = 16,08 » 1/io-norm-H2S04,
Im Mittel brauchten

25 ccm = 16,27 ccm Vio-norm-H2S04, entsprechend 0,0277 gN.
Somit sind in dem Phosphorwolframsaureniederschlag
0,277 g N.

Weitere 50 ccm wurden mit Silbernitrat gefallt und mit
Barytpulver geschuttelt. Der Silberniederschlag

a) verbrauchte 18,92 ccm Vio-norm-H2S04

b) ) 19,43 » Vio-norm-H2S04
c) Kolben gesprungen.
Im Mittel = 19,28 ccm lio-norm-H.2S04, entprechend
0,026992 g N.

Somit kommen auf Arginin 0,13496 g N.

Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag (Lysin).
a) = 13,89 ccm lio-norm-H2S04

b) = 12,77 » 1/io-norm-H2S04
¢) = 12,62 » 1lio-norm-H2S04.
Die Bestimmung in a scheint fehlerhaft zu sein. Ich
nehme deshalb das Mittel von b und c.
Im Mittel = 12,69 ccm 1/io-norm-HISO,, entsprechend
0,01776 g N.

Somit kommen auf Lysin 0,0888 g N.

Bestimmung des Monoaminostickstoffs im Filtrat
vom Phosphorwolframsaureniederschlag.

Das Filtrat vom Phosphorwolframsaureniederschlag betrug
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355 ccm, das 5°/o Phosphorwolframsaure und 5°/0 Schwefel-
saure enthaltende Waschwasser 105 ccm. Aufgefallt auf 500 ccm.
Hiervon brauchten

a) 25 ccm = Kolben gesprungen
b) 256 » = 22,43 ccm l/io-norm-H2S04
c) 25 » = 23,09 » Vio-norm-H2S04

Im Mittel brauchten
25 ccm = 22,76 ccm Lio-norm-H2S04, entsprechend 0,0314 g N.

Somit sind in den 500 ccm, also Mo&noaminostickstoff
= 0,628 g enthalten.

Wieviel Monoaminostickstoff kommt hiervon auf Glutamin-
saure ?

Die Ausbeute des glutaminsauren Silbers, welches Im
Vacuum Uber Schwefelsaure getrocknet war, betrug 1,4702 g.
Da der N-Gehalt des glutaminsauren Silbers sich auf 4,05°/o
berechnet, so entspricht dies 0,05954 g N.

Ubersicht tUber die prozentische Verteilung des N im Pepsin-

Glutinpeptonmolekul des Ill. SpaltungsVersuchs.
Amid B N M 0N Gesamt-N
mid-N asen- onoamino- statt 100 °/o
o, 25,13 °/o 69,85 °/o 94,98 °lo
Davon Davon
kommen auf kommen auf
Arginin Lysin Glutaminsaure
14,89 °lo 9,80 °/o 11,15 olo

Hierbei ist keine Korrektion fir die Loslichkeit der
Argininphosphorwolframates angebracht, durchweiche die Werte
fur Basen-N und Arginin-N erhoht, die far Lysin- und Amido-
sdure-N erniedrigt wurden.



