Uber Salmin und Clupein.

\/on
A. Kossel und H. D. Dakin.

|. Uber die Monoamidosauren des Salmins.

Unsere letzte Mitteilungl) Uber die chemische Zusammen-
setzung des Salmins enthielt die Angabe, dal} dieses Protamin
aus folgenden funf Gruppen zusammengesetzt ist:

1. Harnstoffbildende Gruppe,

2. Diamidovaleriansaure, mit ersterer zu Arginin vereinigt,

3. Serin,

4. Monoamidovaleriansaure,

5. a-Pyrrolidinkarbonsaure.

Bald darauf erschien eine Arbeit von Abderhalden,?)
welche sich ebenfalls mit den Monoamidosauren des Salmins
beschéaftigte. Abderhalden fand aulier den schon friher von
A. Kossel als Spaltungsprodukte erkannten Gruppen des Ar-
ginins und der Pyrrolidinkarbonsaure noch das Alanin und das
Leucin und bezeichnete das Vorhandensein des Phenylalanins
und der Asparaginsaure als wahrscheinlich, machte indel3 keine
Angabe beziglich des von uns gefundenen Serins und der
Amidovaleriansaure,

Waren nun alle die bisher angegebenen Gruppen im Sal-
min vereinigt, so wurde das Molekul dieses Korpers zwar
reichhaltiger erscheinen, als unsern fritheren Befunden entspricht,
aber immerhin wirde die von A. Kossel gedaullerte Auffassung
der Protamine als der einfachsten Eiweil3kOrper auch dann noch
bestehen bleiben — gegentber den Eiweillkorpern im alteren
Sinne des Wortes wirden sie noch immer einen einfacheren
Typus darstellen. Aber wir konnen diese Erweiterung des
Salminmolekdls nicht als richtig anerkennen, denn unsere er-

b Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 565.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 55.
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neuten Untersuchungen haben uns keine Bestatigung der Be-
funde Abderhaldens ergeben, wir erhielten vielmehr dasselbe
Resultat wie friher.

Wir haben uns bei den friheren Versuchen der Spaltung
mit siedender verdunnter Schwefelsdure bedient, sodann das
Arginin in bekannter Weise mit Silbersulfat und Baryt ent-
fernt und die a-Pyrrolidinkarbonsaure mit absolutem Alkohol
extrahiert. Die Trennung von Serin und Amidovaleriansaure
haben wir mit siedendem Methylalkohol* und durch Umkristal-
lisieren aus Wasser oder wasserigem Athylalkohol bewirkt.

Abderhalden hat hingegen zur Spaltung des Salmin-
sulfats konzentrierte Salzsaure benutzt, dies ganze Reaktions-
produkt mit Alkohol und Salzsaure verestert und dies Ester-
gemisch nach dem Verfahren von E. Fischer durch frak-
tionierte Destillation zerlegt. Diese Estermethode ist besonders
fir die niederen Glieder der Amidoséurereihe ein sehr scharfes
Mittel des Nachweises und wir muliten mit der Maoglichkeit
rechnen, dall uns geringe nur mit dieser Methode nachweisbare
Mengen des Alanins friher entgangen seien. Wir stellten daher
folgende Versuche an.

30 g Salminsulfat wurden in friher beschriebener Weise
der Spaltung mit Schwefelsdure unterworfen und die LOsung
nach Entfernung des Hauptteils der Schwefelsaure und nach
passender Verdinnung durch Phosphorwolframsaure vom Ar-
ginin befreit. Aus der vom Phosphorwolframsaureniederschlag
abfiltrierten Fllssigkeit entfernten wir die Phosphorwolframsaure
durch Baryt und den Baryt durch eine genau entsprechende
Menge Schwefelsaure, dampften die FlUssigkeit zur Trockne
ein und extrahierten zur Entfernung der Pyrrolidinkarbonsaure
mit absolutem Alkohol bei gewoOhnlicher Temperatur. Der In
Alkohol unl6sliche Teil, welcher das Alanin und das Leucin
neben anderen Amidosauren enthalten sollte, wurde nach der
Vorschrift von E. Fischer verestert und diese Operation nach
dem Eindampfen mehrfach wiederholt. Das mit Ather extra-
hierte Estergemenge fing unter 10 mm Druck erst bel 65° an
zu destillieren und die Hauptmenge ging bei 67—75° Uber.
Die bel 65—75° destillierende Fraktion wurde mit \Wasser



Uber Salmin und Clupein. 409

verseift und die weiRe Kristallmasse einmal aus Alkohol um-
kristallisiert. Die Analyse fuhrte zu folgenden Zahlen:

Gefunden Berechnet fir C5HHIINO?
C 51,19 51,28
H 922 9,40

Die Kristalle bestanden demnach aus reiner Amidovalerian-
saure ohne Beimischung von Alanin oder Leucin. Wir haben
also mit der Estermethode nur denselben Kdrper wiedergefunden,
den wir bereits auf andere Weise unter den Spaltungsprodukten
des Salmins nachgewiesen hatten und der, wie es scheint, bei
den Versuchen Abderhaldens nicht aufgetreten war. Zum
UberfluR unterwarfen wir auch die alkoholldsliche Fraktion dem-
selben Veresterungsverfahren, ohne dal} es gelang, Alanin nach-
Zuweisen.

Die Abwesenheit des Leucins hatten wir schon aus unseren
friheren Versuchen gefolgert. Ware diese Amidosaure zugegen
gewesen, so ware es uns bel den Bd. 40 Seite 566 dieser
Zeitschrift mitgeteilten Versuchen nicht gelungen, durch blofes
Umkristallisieren geringer Mengen der Spaltungsprodukte ein
Praparat der Amidovaleriansaure mit gut stimmenden Analysen-
zahlen zu erhalten. Auch haben wir bel keinem unserer Versuche
Beobachtungen gemacht, welche auf die Anwesenheit von kohlen-
stoffreicheren Amidosauren oder von Asparaginsaure hindeuteten.

Die abweichenden Ergebnisse Abderhaldens sind wahr-
scheinlich auf die Beschaffenheit des untersuchten Salmin-
praparats zu beziehen. Das Salmin entsteht bei der Beifung
der Samen an Stelle anderer Gewebsbestandteile, welche die
Zusammensetzung der komplizierteren Eiweil3kOrper besitzen.
Bei der Verarbeitung unreifer Testikel wird man daher Produkte
erhalten, In denen die ithrer Zusammensetzung nach unbe-
kannten Vorstufen des Salmins enthalten sind, und wir halten
es fur wahrscheinlich, daR dies bei dem Praparat Abderhaldens
der Fall gewesen ist.l)

X) Abderhalden fuhrt die bei der Darstellung und Reinigung
des Salmins benutzten Fallungen mit Alkohol und Pikrinsaure an, erwahnt
jedoch nicht, ob die fraktionierte Ahscheidung des Salminsulfats als Ol

aus wasseriger Losung ebenfalls ausgefiihrt worden ist.  Wir halten
letzteres Reinigungsverfahren fur durchaus erforderlich.
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Keinenfalls darf man ans der Verschiedenartigkeit unserer
Versuchsergebnisse schliefen, da das Salmin (berhaupt ein
ungentgend definierter Eiweil3korper sei. Die im Jahre 1874
von Piccardl) publizierten Analysen ergeben dieselbe Zu-
sammensetzung wie die spateren Untersuchungen und stimmen
besonders mit den 1902 ausgeflhrten Bestimmungen Gotos))
genau Uuberein. Auch haben wir bel der quantitativen Be-
stimmung des aus Salmin hervorgehenden Arginins gut Uberein-
stimmende Werte aus verschiedenen Praparaten erhalten.

Unsere weiteren Versuche bestatigten das Vorkommen
der von A. Kossel unter den Spaltungsprodukten dieses ein-
fachsten EiweilikOrpers nachgewiesenen a-Pyrrolidinkarbon-
saure.l) Zur Darstellung dieser Saure extrahierten wir das
vom Arginin befreite Gemisch der Monoamidosauren aus Salmin
mit siedendem absoluten Alkohol, dunsteten das Alkoholextrakt
ein und nahmen den Rickstand von neuem mit Alkohol auf,
wobel eine geringe Menge Amidovaleriansdure ungelost blieb.
Wir versetzten nun die ziemlich konzentrierte alkoholische
Losung mit einer alkoholischen Ldsung von Quecksilberchlorid,
wobei ein amorpher Niederschlag ausfiel. Gleichzeitig begann
auch die langsame Abscheidung von Kristallen einer Quecksilber-
Verbindung der Pyrrolidinkarbonsaure. Die Kiristalle wurden
nach 24 Stunden durch Schldmmen von dem Kklebrigen Nieder-
schlag getrennt und in wasseriger L6sung durch Schwefel-
wasserstoff zerlegt. Nach dem Eindampfen der wasserigen
Losung hinterblieb ein teilweiser kristallisierter RuUckstand,
der das Ghlorhydrat der Pyrrolidinkarbonsdure enthielt. Wir
entfernten die Ghlorwasserstoffsaure durch Silbersulfat und die
Schwefelsdure durch die entsprechende Menge Baryt, dampften
die Flussigkeit ein und kristallisierten den RuUckstand aus
wenig Alkohol um. Die Kristalle ergaben die Zusammen-
setzung der Pyrrolidinkarbonsaure.

Gefunden Berechnet fur CRHINO
C 52,03 52.17
H 7,60 7,83
N 12,12 12.17

» Ber. d. deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. 7, S. 17—18.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 94.
3) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 311.
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Die Substanz zeigte in wasseriger Losung eine Links-
drehung von [a] =—77°, (c=1,739); entsprechend der An-

gabe von E. Fischer, welcher [a]D= — 77,4 fand. Merk-

wurdigerweise lag aber der Schmelzpunkt unserer Substanz
bel 220—222°, wahrend E. Fischer fur die 1-Sadure 203—206°
angegeben hat.l)

Il. Quantitative Bestimmung der Spaltungsprodukte des Salmins.

Die von A. Kossel Uber die Stellung der Protamine
zu den komplizierteren Eiwell3stoffen gedulierten Ansichten sind
zunachst auf Widerspruch gestolien. Einige Forscher hielten
die Ausdehnung des Begriffs « Eiwell} » Uber die althergebrachten
Grenzen fur unzuléssig, glaubten vielmehr, in der Fahigkelt,
Tiere zu erndhren, ein geeignetes Kriterium flr die Prazi-
sierung dieser chemischen Gruppe erblicken zu ddrfen.2) Im
Gegensatz dazu suchte A. Kossel durch eine mdglichst weite
Fassung dieses Begriffs zu einem Verstandnis flr das Wesen
der Eiweil3korper zu gelangen. Er bemduhte sich, eine chemische
Beihe aufzufinden, an deren Ende die niedersten Homologen der
Eiweil3substanzen stehen.3)

Diese einfachsten oder niedersten EiweilRkdrper sind die
Protamine. Nach der Ansicht von A. Kossel gelangt man zu
einer klaren und fruchtbaren Auffassung der ganzen Eiwell-
klasse, wenn man von den Protaminen ausgehend die An-
lagerung von Monoamidosauren und die Bildung einer kontinuier-
lichen Beilhe von mehr und mehr komplizierten Substanzen
bis zu den Histonen und dann zu den Ubrigen Eiweil3k6rpern
verfolgt. An der Berechtigung dieser Anschauung Ist heute
kein Zweifel mehr moglich, besonders seit wir durch unsere
letzten Mitteilungen erwiesen haben, dald nur solche Spaltungs-

U Diese Zeitsc&r., Bd. XXXIII, S. 151—176.
2) cf. Hofmeister, Ergebnisse der Physiologie, Biochemie I, S.

797—T798.
3) A. Kossel, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft,

Bd. 34, S. 3232 u. f. Bulletin de la société chimique de Paris 1903.
(Sitzung vom 30. Mali.)

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLlI 21
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Produkte im Salmin zu finden sind, welche auch iIn den
komplizierteren Eiweil3korpern Vorkommen, seitdem sich ferner
durch die Untersuchung des Cyklopterins, des Sturms und
anderer Mittelglieder die Licke zwischen den einfachsten Pro-
taminen, z. B. dem Salmin und Clupein, und den basenreichen
komplizierten Eiwell3stoffen, z. B. den Histonen, mehr und
mehr schlielit. Wenn wir diese Korper als «einfache» oder
«niedere» Eiweillkorper bezeichnen, so geschieht dies selbst-
verstandlich nicht deshalb, weill wir voraussetzen, dal ihr
Molekil Kleiner sei, als das der komplizierteren Eiwei3substanzen,
sondern weil die Mannigfaltigkeit threr Zusammensetzung eine
geringere Ist.

Eine Einsicht in die Zusammensetzung des Molekils ver-
suchten wir durch quantitative Feststellung der einzelnen
Gruppen in folgender Weise zu erhalten:

25 g Salminsulfat (lufttrocken) wurden mit einer Mischung
von 75 g konzentrierter Schwefelsaure und 150 ccm Wasser
6 Stunden am RuckfluBkthler gekocht und In der Reaktions-
flissigkeit die Menge des Stickstoffs nach Kjeldahl fest-
gestellt. Wir fallten sodann das Arginin in bekannter Weise
mit Silbersulfat und Baryt aus, dampften das Filtrat nach der
Entfernung des Baryts mit Kohlensaure ein und kochten den
Rickstand zweimal je eine halbe Stunde mit Alkohol aus. Der
Alkohol wurde Im Vacuum abdestilliert und der Riuckstand
von neuem mit absolutem Alkohol aufgenommen, hierbei ver-
blieb ein in Alkohol unlGslicher Rickstand. Das Verdunsten
des Alkohols und die Aufnahme des Rickstandes mit absolutem
Alkohol wurde noch zweimal wiederholt, wobel zuletzt nur
eine geringe Spur in Alkohol unlGslich zurtickblieb. Diese In
Alkohol unldslich gewordenen Anteile vereinigten wir mit dem
von vornherein In siedendem Alkohol unloslichen Rest. Auf
diese Weise waren die Spaltungsprodukte in drei Teile getelilt.
Das Arginin konnte durch eine Stickstoffbestimmung im Silber-
Niederschlag ermittelt werden, die Pyrrolidinkarbonsaure durch
den Stickstoffgehalt des Alkoholextrakts, wahrend der in Al-
kohol unl6sliche Teil der Monoamidosauren die Summe des
Im Serin und Iin der Amidovaleriansaure enthaltenen Stickstoffs
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angab. Da das Verhdltnis C:N in der Amidovaleriansaure
ziemlich weit von dem im Serin gegebenen abweicht, so waren
wir imstande, durch eine Elementaranalyse tber die Mischungs-
verhaltnisse dieser beiden Stoffe Aufschlu zu geben;

Der in Alkohol unlosliche Teill der Monoamidosauren
wurde daher durch Eindampfen im Vacuum vom Wasser befreit
und der hellgelbe kristallische Rickstand nach dem Trocknen
bei 60° In vacuo analysiert. Die Substanz enthielt — wie
nach den vorhergehenden Operationen zu erwarten war —
Asche und zwar 7,2°/o, im wesentlichen Kieselsaure. Nach Ab-
zug der Asche wurden folgende Analysenzahlen erhalten:

Gefunden Berechnet fur CuH25N308
G 39,95 40,36
H 745 7,64
N 13,00 12,84

Hiernach ist eine Mischung von 2 Molekilen Serin und
1 Molekil Amidovaleriansaure anzunehmen.

Die bei der Analyse des Salmins erhaltenen Zahlen sind
In folgenden Tabellen zusammengestellt.

Gramm Prozente

Gesamtstickstoff 5,369 100
Stickstoff d. Arginins 4,787 89,2
In Alkohol unldslich 0,265 4.9
Davon Serin 3,25

»  Amidovaleriansaure 1,65
In Alkohol 186slich 0,230 4,3
Nachweisbarer Verlust 0,087 1,6

Fur die Gewichtsverhaltnisse der Spaltungsprodukte erhalt
man hiernach folgende Zahlen:

Gramm Prozente
Menge des zersetzten Salmins 17,03 100
Arginin 14,87 87,4
Serin 1,33 7,8
Amidovaleriansaure 0,74 4,3
Pyrrolidinkarbonsaure 1,88 11,0

Aus den mitgeteilten Analysenwerten lassen sich ver-
schiedene Verhaltnisse zwischen den Molektllen der Spaltungs-
produkte berechnen, welche auch den von Piccard, Goto usw.
ermittelten Analysenzahlen des Salminplatinchlorids gentgen.

27*
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Ein solches ist zum Beispiel: 10 Mol. Arginin, 2 Mol. Serin, 1 Mol.
Amidovaleriansaure, 2 Mol. Pyrrolidinsdure, welches zu der Formel
C8iHi55N45018 fuhren wirde, oder: 12 Mol. Arginin, 2 Mol. Serin, 1 Mol.
Amidovaleriansdure und 3 Mol. Pyrrolidinkarbonsaure, welches die Formel
NogMN1g6Nsa~21 Verlangt. Im ersteren Falle ist dann ein Platinsalz von
der Formel 2(C81HI156N45018) -f- 22HC1 + HPtCIl4, im zweiten Falle

2(CosHissns Al) + 26 HCI -J- 13 PtCl4 -f- 5 H20 anzunehmen, um den Ana-
lysen des Salminplatinchlorids zu entsprechen.

Das experimentelle Material ist aber noch nicht aus-
reichend, um einer der moglichen Formeln den Vorzug zu
geben. Besonders kann die quantitative Bestimmung der
Pyrrolidinkarbonsaure noch nicht als endgultig bezeichnet
werden, und es ist trotz aller Vorsichtsmal3regeln nicht ausge-
schlossen, daRR ein gewisser Bruchteil der Amidovaleriansaure
In das Alkoholextrakt hineingegangen ist. Wir beschranken
uns daher vorlaufig auf die Mitteilung des Tatsachlichen und
behalten uns die eingehende Diskussion unserer Ergebnisse bis
zur Beendigung unserer weiteren ergdanzenden Untersuchungen
vor. Immerhin glauben wir diesen Feststellungen, trotzdem
sie nur vorlaufige sind, ein besonderes Interesse zuerkennen
ZUu massen, denn wir haben hier den ersten Fall der vollstan-
digen Aufteilung eines eiweil3artigen Stoffs in seine Bestandteile.

I1l. Uber die Monoamidosauren des Clupeins.

Im Clupein sind bisher folgende Atomgruppen aufgefunden
worden: 1. Arginin,l) 2. Amidovaleriansaure,2) 3. Serin.3) Unsere
In folgendem mitgeteilten Untersuchungen fligen zwei neue
Gruppen hinzu: Alanin und Pyrrolidinkarbonsaure.

Die Analyse des Clupeins wurde in dhnlicher Weise guan-
titativ durchgefihrt, wie die des Salmins und hierbei erhielten
wir ungefahr die gleichen Verhaltniszahlen flr den Stickstoff
des Arginins, der in Alkohol I6slichen Substanz und des in Alkohol
unl6slichen Amidosauregemisches. Aber die Elementaranalyse der
In Alkohol unl6slichen Substanz zeigte, dal hier nicht wohl
eine Mischung von Serin und Amidovaleriansaure allein vor-

Y A. Kossel, Diese Zeitschr., Bd. XXV, S. 165.
*) A. Kossel, Diese Zeitschr., Bd. XXVI, S. 590.
3) A. Kossel und H. D. Dakin, Diese Zeitschr., Bd. XL, S. 565.
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liegen konnte. Wohl aber war ihr Ergebnis erklérlich, wenn
man eine Mischung von 2 Molekilen Amidovaleriansaure,
1 Molekdl Serin und 1 Molekil Alanin annahm.

Zum Nachweis des Alanins wurde die Hauptmenge des
In Alkohol unldslichen Teils der Amidosauren nach dem Ver-
fanren von E. Fischer verestert und der Destillation bei
10 mm Druck unterworfen. Die erste Fraktion ging bei 40
bis 45° Uber. Dieselbe wurde mit Wasser Verseift, aus ver-
dinntem Alkohol umkristallisiert und analysiert.

Gefunden Berechnet fir C3HTNO?
G 40,81 40,45
H 781 7,87

Diese Analyse beweist die Gegenwart des Alanins; die
geringe Erhéhung des Kohlenstoffs ist wohl der Beimengung
von etwas Amidovaleriansaure zuzuschreiben.

Die Pvrrolidinkarbonsaure wurde in ahnlicher Weise
wie beim Salmin gewonnen, in die Phenylcyanatverbindung tber-
gefihrt und diese durch Salzsaure in das Hydantoin verwandelt.
|etzteres gab bel der Analyse:

Gefunden Berechnet fur CI2H12N202
G 66,5 66,67
H 56 5,56
Der Schmelzpunkt dieser Verbindung lag — iIn Uberein-
stimmung mit den Angaben von E. Fischer — bei 143°.
Das Clupein ist somit in seiner Zusammensetzung dem Sal-
min sehr ahnlich, es stellt aber bereits eine etwas reichhaltigere
Kombination der Bruchteile des EiweiBmolektls dar, da es an
Stelle der funf Gruppen des Salmins deren sechs enthalt.



