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Partielle Hydrolyse einiger Proteine.
Yon

Emil Abderhalden.

(Aus dem physiologischen Institute der tierärztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1903.)

Für den stufenweisen Abbau der Proteine besitzen wir 
zurzeit noch wenig Erfahrung. Wir können nicht voraussehen, 
wann der Abbau so weit vorgeschritten ist, daß vornehmlich 
einfacher gebaute und doch noch aus mehreren Aminosäuren 
bestehende Produkte vorhanden sind. Bei der Hydrolyse durch 
proteolytische Fermente werden die einzelnen Aminosäuren 
verschieden rasch abgespalten. Es treten sehr bald neben «Pep
tonen» auch freie Aminosäuren auf. Diese stören bei dem Ver
suche, kompliziertere Produkte zu isolieren. Man erhält sehr 
leicht Gemische. Auch die Hydrolyse bei der Behandlung von 
Proteinen mit starken Säuren in der Kälte führt nicht zu einem 
gleichmäßigen Abbau. So findet man bei der Einwirkung von 
70°/oiger Schwefelsäure oder von rauchender Salzsäure auf 
Seide neben in Wasser fast unlöslichen Produkten komplizierter 
Natur alle Abstufungen bis zu einfacher gebauten Polypeptiden. 
Auch freie Aminosäuren sind meistens, wenn auch nur in ge
ringer Menge, vorhanden. Ein derartiges Gemenge zu entwirren, 
bietet große Schwierigkeiten und krystallisiert das möglichst 
gereinigte Produkt nicht, so ist es zurzeit fast unmöglich, es 
zu identifizieren und gar für seine Reinheit und Einheitlichkeit 
einzustehen. Auch die totale Hydrolyse eines solchen Produktes 
sagt uns nach letzterer Richtung wenig aus, denn es kann stets 
ein Gemisch isomerer Verbindungen vorliegen. Es ergibt sich 
zurzeit keine andere Möglichkeit, als den Versuch zu machen, 
durch partielle Hydrolyse von Eiweißstoffen Produkte von mög
lichst einfacher Zusammensetzung zu isolieren, für die durch

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LVIIL 26



374 Emil Abderhalden,

bestimmte Fällungsmethoden eine gewisse Reinigung angestrebt 
werden kann. Wir können derartige Produkte der totalen Hy
drolyse unterwerfen und die Art und Quantität der an ihrem 
Aufbau beteiligten Aminosäuren bestimmen. Ferner können 
wir das Molekulargewicht solcher Produkte und ihre elementare 
Zusammensetzung feststellen. Gelingt es nicht, ein solches Pro
dukt zu krystallisieren, und schlagen auch alle Versuche fehl, 
ein charakteristisches, gut definierbares Derivat darzustellen, 
so bleibt nichts anderes übrig, als die Eigenschaften des iso
lierten Körpers möglichst genau zu studieren und das Produkt 
durch all diese Momente möglichst genau zu charakterisieren. 
Erst die Synthese all der in Betracht kommenden Polypeptide 
führt hier zum Ziel. Gelingt es, eine Verbindung aufzubauen, 
die genau die gleiche Zusammensetzung und auch die gleichen 
Eigenschaften besitzt, so darf wohl der Beweis als geführt 
gelten, daß in der Tat ein bestimmtes Polypeptid Vorgelegen 
hat. Bis zum Abschluß einer derartigen Untersuchung ist ein 
weiter Weg zurückzulegen. Erst mit der Identifizierung eines 
auf analytischem Wege erhaltenen Produktes mit dem entspre
chenden synthetischen Polypeptid ergibt sich die Berechtigung, 
von einem isolierten Polypeptid zu sprechen. Es würde un
zweifelhaft zu großen Unsicherheiten führen, wollte man «Pep
tone», über deren Aufbau nichts Sicheres bekannt ist, als 
Polypeptide bezeichnen, oder gar diese Bezeichnung auf alles, 
was nicht Aminosäure und nicht mehr Eiweiß ist, übertragen. 
Es ist im Interesse einer eindeutigen Darstellungsweise geboten, , 
den Namen «Polypeptide» nur auf die synthetischen, wohl charak
terisierten Verbindungen zu beschränken, und nur dann die in der 
Natur aufgefundenen oder durch künstliche partielle Hydrolyse 
von Eiweiß erhaltenen Produkte als «Polypeptide» zu bezeichnen, 
wenn sie mit solchen nach jeder Richtung identifiziert sind.

Es ist uns geglückt, aus Edestin aus Baumwollsamen 
undaus Keratin aus Schafwolle Produkte zu isolieren, die nach 
ihren Eigenschaften und vor allem nach ihrer Zusammensetzung 
und ihrem Molekulargewicht einen einfachen Aufbau zu haben 
scheinen. Es schien uns am aussichtsreichsten, aus dem Ge
misch von Abbauprodukten, das man bei der partiellen Hydro-
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lvse von Proteinen mit starken Säuren erhält, durch bestimmte
y

Fällungsreaktionen eine Trennung herbeizuführen. Wir fahn
deten zunächst auf Verbindungen, in denen Glutaminsäure oder 
Tryptophan oder Histidin enthalten sind. Diese Aminosäuren be
sitzen ganz typische Fällungsreaktionen und sie behalten diese auch 
in Verbindung mit anderen Aminosäuren — in gewissen Grenzen 
wenigstens — bei. Die erste Trennung führten wir stets mit Phos
phorwolframsäure herbei. Es lassen sich mit Hilfe dieses Fällungs
mittels einmal die meisten Aminosäuren und manche einfacher ge
baute Produkte von komplizierter zusammengesetzten abtrennen. 
Im Filtrat des Phosphorwolframsäureniederschlages und aus den 
beim Zerlegen des Niederschlages mit Baryt erhaltenen Pro
dukten suchten wir dann eine weitere Trennung durch die typi
schen Fällungsmittel der genannten Aminosäuren zu bewirken.

Aus Edestin wurde ein Produkt erhalten, das Gluta
minsäure und Tryptophan enthält, ein zweites weist Tryp
tophan, Glutaminsäure und Leucin auf, ferner ließ sich 
ein Körper abtrennen, der keine Spur von Tryptophan enthält, 
dagegen Tyrosin, Glykokoll und Leucin. Aus anderen Pro
teinen, z. B. aus Elastin, ferner aus Hämoglobin und aus 
Keratin haben wir gleichfalls Produkte isoliert, die unzweifel
haft eine einfachere Zusammensetzung zeigen. Es ist jedoch 
bis jetzt nicht geglückt, diese Produkte soweit zu reinigen, daß 
sie auch nach wiederholtem Fraktionieren eine konstante Zu
sammensetzung beibehielten. Eine reiche Erfahrung zeigt, daß 
nicht einmal die Übereinstimmung des Resultates der totalen Hy
drolyse mit der elementaren Zusammensetzung und der Molekular
gewichtsbestimmung ausreicht, um bei einem derartigen Körper 
von einer bestimmten Zusammensetzung zu sprechen. Wieder
holt ließ sich ein anscheinend recht gut definierter Körper durch 
weitere Fraktionierung oder nochmaliges Fällen weiter zerlegen.

Die oben genannten Körper sind alle noch nicht synthe
tisch dargestellt, doch ist zu hoffen, daß sie bald zum Vergleiche 
vorliegen. Mit den Synthesen der tryptophanhaltigen Polypeptide 
analoger Zusammensetzung sind wir beschäftigt. Können wir 
somit über die Natur der genannten Körper noch nichts aus- 
sagen, so ist es dagegen gelungen, aus Elastin neben dem bereits
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beschriebenen d-Alanyl-l-leucindie isomere Verbindung 1-L eu - 
cyl-d-alanin mit Sicherheit nachzuweisen und mit dem syn
thetischen Produkte zu identifizieren. Sie fand sich in der 
Mutterlauge des d-Alanyl-l-leucin.

Partielle Hydrolyse des Edestins aus Baumwollsamen.

1000 g Edestin aus Baumwollsamen wurden mit 5000 ccm 
70°/oiger Schwefelsäure 5 Tage bei 20° aufbewahrt. Das 
Edestin hatte sich nach kurzer Zeit völlig aufgelöst. Die braun 
gefärbte Flüssigkeit wurde zunächst mit der fünffachen Menge 
kalten Wassers verdünnt und durch Einstellen in Eis stärkere 
Erwärmung vermieden. Nun wurde die Schwefelsäure quanti
tativ mit Baryt entfernt. Vom Baryumsulfat wurde abfiltriert 
und der Niederschlag wiederholt mit kaltem Wasser durcbgerührt 
und wieder filtriert. Die gesamten Filtrate wurden vereinigt 
und mit einem geringen Überschuß an Phosphorwolframsäure 
gefällt. Das Gesamtvolumen der Flüssigkeit betrug beim Fällen 
301. Der Niederschlag wurde abgenutscht, sorgfältig mit Wasser 
gewaschen und wiederholt in der Reibschale mit kaltem Wasser 
durchgeknetet und dann wieder abgenutscht. Schließlich wurde 
er bei 300 Atmosphären Druck ausgepreßt, dann mit der zwei
fachen Menge seines Gewichtes an Baryt in der Reibschale zer
rieben und schließlich das Gemenge 24 Stunden auf der Schüttel
maschine geschüttelt. Der Phosphorwolframsäureniederschlag 
hatte sich nur zum Teil umgesetzt. Es wurde deshalb der 
Filterrückstand nochmals energisch mit Baryt zerrieben und 
das Gemenge wiederum 24 Stunden geschüttelt. Nachdem aus 
dem Filtrat des phosphorwolframsauren Baryums der Baryt 
quantitativ mit Schwefelsäure entfernt worden war, engten wir 
die gesamte Flüssigkeit unter vermindertem Druck auf 1 1 ein. 
Sie gab intensive Biuretreaktion. Mit Bromwasser gab sie keine 
Färbung, wohl aber mit Glyoxylsäure und mit Milions Reagens. 
Mit Ammonsulfat zeigte sich bei vollständiger Sättigung eine deut
liche Fällung.

*) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Poly
peptiden bei der Hydrolyse der Proteine. Berichte der Deutsch, ehern, 
Ges., Jg. XL, S. 3553, 1907.

Emil Abderhalden,



Partielle Hydrolyse einiger Proteine. 377

Die Lösung wurde nunmehr in zwei Hälften geteilt. Die 
eine versetzten wir mit Schwefelsäure, bis sie 5°/o davon ent
hielt und fällten nun mit einem Überschuß einer 10°/oigen 
Quecksilbersulfatlösung in 5 volumenprozentiger Schwefelsäure. 
Es fiel ein voluminöser, flockiger Niederschlag. Er wurde abge
saugt, mit 5°/oiger Schwefelsäure gewaschen, dann in Wasser 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Vom Queck
silbersulfid wurde abfiltriert, der Schwefelwasserstoff verjagt 
und die Schwefelsäure quantitativ mit Baryt entfernt. Das 
Filtrat vom Baryumsulfat war wasserklar. Es gab mit Brom
wasser keine Reaktion, wohl aber mit Glyoxylsäure und Schwefel
säure eine sehr intensive Violettfärbung. Mit Milions Reagens 
trat Rotfärbung ein, positiv war auch die Schwefelbleiprobe. Die 
Biuretreaktion war sehr ausgesprochen. Die gesamte Flüssigkeit 
wurde nunmehr unter vermindertem Druck völlig zur Trockene 
verdampft. Es hinterblieb eine zum Teil etwTas gelblich gefärbte, 
schaumige Masse. Sie ließ sich leicht pulverisieren. Sie wurde 
in wenig kaltem Wasser gelöst, wobei ein Rückstand blieb. 
Die Lösung selbst war nicht klar. Sie opalescierte. Die kon
zentrierte Lösung fiel mit Ammonsulfat (Ganzsättigung) und nach 
Zusatz einer konzentrierten Kochsalzlösung und von etwas Sal
petersäure trat ebenfalls eine flockige Fällung auf. Auch Tannin
lösung bewirkte einen dichten Niederschlag. Er löste sich nur 
zum geringsten Teile im Überschuß des Fällungsmittels.

Das isolierte Produkt war unzweifelhaft noch unrein. Bei der 
partiellen Hydrolyse konnten große Mengen Tryptophan, ferner 
Glutaminsäure, Tyrosin, Leucin und Cystin nachgewiesen werden, 
außerdem schienen auch noch Basen (Arginin, Lysin) vorhanden 
zu sein. Zur weiteren Reinigung wurde das Produkt noch
mals mit Quecksilbersulfat und zwar fraktioniert gefällt. Der 
zuerst auftretende Niederschlag war unbedeutend. Er war flockig 
und nahm auf dem Filter eine klebrige Beschaffenheit an. Die 
folgende Fällung war fast farblos und sah ganz pulvrig aus. Sie 
wurde nach erfolgtem Absaugen gründlich mit 5°/oiger Schwefel
säure gewaschen, der Niederschlag dann mit Schwefelwasser
stoff zerlegt und die Schwefelsäure mit Baryt quantitativ ge
fällt. Das unter vermindertem Druck zur Trockene verdampfte
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Produkt gab immer noch eine positive, wenn auch schwache 
Schwefelbleiprobe. Die totale Hydrolyse ergab wieder dieselben 
Aminosäuren, wie bei der ersten Untersuchung.

Nunmehr fällten wir die wieder in Lösmig gebrachte Sub
stanz mit Silbernitrat, nachdem vorher die Lösung mit Ammoniak 
neutralisiert worden war. Der Niederschlag wurde abgesaugt, 
wiederholt mit Wasser verrieben und dann in Wasser suspendiert 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefel
silber wurde unter vermindertem Druck stark eingeengt und 
die Lösung dann mit Alkohol gefällt. Es fiel ein schwach gelb 
gefärbtes Pulver. Es wurde abfiltriert. Seine Lösung gab die 
gleichen Reaktionen, wie die schon geschilderten Produkte, 
nur fiel die Schwefelbleireaktion vollständig negativ aus, auch 
die Rotfärbung mit Milions Reagens war nicht mehr nach
weisbar. Das so gewonnene Produkt wurde nunmehr der to
talen Hydrolyse unterworfen. Es ließen sich Leucin, Glutamin
säure und Tryptophan nachweisen. Das letztere entfernten 
wir stets zuerst aus der Hydrolysenflüssigkeit durch Fällen mit 
Quecksilbersulfatlösung. Das Leucin wurde dann durch Kry- 
stallisation aus dem Filtrat der Fällung abgeschieden, und die 
Glutaminsäure wiesen wir zuletzt als salzsaures Salz nach. 
Die totale Hydrolyse wurde stets durch 10 ständiges Kochen 
mit 25°/oiger Schwefelsäure herb ei geführt. Die erhaltenen Aus
beuten ließen keine bestimmten Schlüsse zu. Auch die Mole
kulargewichtsbestimmung führte zu keinem Ergebnis. Es ließ 
sich ferner zeigen, daß durch Umfällen offenbar verschiedene 
Körper getrennt werden konnten, und schließlich bewies das 
Verhalten gegen Phosphorwolframsäure unzweifelhaft, daß ein 
Gemisch vorlag. Wurde das Produkt in Wasser gelöst und 
nunmehr zur Lösung eine 5 °/oige Lösung von Phosphorwolfram
säure zugegeben, so trat zunächst eine gallertartige Fällung auf, 
die das ganze Gefäß erfüllte. Bei weiterem Zusatz des Fäl
lungsmittels ging ein Teil des Niederschlages wieder in Lösung, 
ein Teil blieb jedoch ungelöst. Erst wenn ein sehr großer 
Uberschuß an Phosphorwolframsäure vorhanden war, ging 
schließlich alles in Lösung.

Wir benützten diese Beobachtung zu einer weiteren Trennung
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des isolierten Produktes und zerlegten es durch fraktionierte 
Fällung mit Phosphorwolframsäure in zwei Fraktionen. Den 
schwerlöslichen Niederschlag setzten wir in bekannter Weise 
mit Baryt um und aus dem Filtrat des Phosphorwolframsäure
niederschlages, das den im Überschuß des Fällungsmittels lös
lichen Teil des zuerst entstandenen Niederschlages enthielt, 
entfernten wir die Phosphorwolframsäure mit Baryt und den über
schüssigen Baryt mit Schwefelsäure. Die Lösungen der beiden 
so getrennten Produkte wurden nunmehr unter vermindertem 
Druck eingedampft. Da die Rückstände in beiden Fällen eine 
dunkelgelbe Farbe angenommen hatten und etwas hygroskopisch 
wTaren, wurden sie zur weiteren Reinigung nochmals mit Queck
silbersulfat gefällt. Die nach dieser Operation wiedergewonnenen 
Produkte wurden nunmehr in Form farbloser Pulver erhalten. Das 
im Überschuß der Phosphorwolframsäure relativ leicht lösliche 
Produkt, das wir mit I bezeichnen wollen, war in Wasser leichter 
löslich als Produkt II — das im Überschuß der Phosphorwolfram
säure schwer lösliche Präparat. Beide Präparate unterschieden 
sich scharf durch ihr Verhalten gegen eine gesättigte Ammon
sulfat- und Kochsalzlösung und in manchen sonstigen Eigenschaften. 
Es seien die einzelnen Reaktionen einander gegenübergestellt.

bleiprobe

Präparat I.
B i u r e t p r o b e : schwach rötliche Färbung. 
Millon: negativ.
Mit Bromwasser: keine Färbung.
Mit Glyoxylsäure : intensive Violettfärbung. 

Schwefel- 1 negativ.
flockige, zum Teil körnige 
Fällung. Je nach der Art 
des Zusatzes der Phosphor- 
wTolframsäure ändern sich 

die Eigenschaften des 
Niederschlages. Bei raschem 
Zusatz einer konzentrierten 
Lösung treten gallertige 
Klumpen auf. Im Über
schuß des Fällungsmittels 
löst sich der Niederschlag 

relativ leicht.

Mit
Phosphor
wolfram

säure

Präparat II.
sehr intensive Rotfärbung 

negativ, 
keine Färbung, 

intensive Violettfärbung.

negativ.

gallertige Fällung. Der 
Niederschlag bildet einen 
zusammenhängenden Klum
pen. Nach längerem Stehen 
kontrahiert er sich. Schwer
löslich im Überschuß des 

Fällungsmittels.



380 Emil Abderhalden,

Mit Queek- 
silbersulfat 

Mit gesättigter 
Ammonsulfat

lösung bei 
Ganzsättigung 
Mit gesättigter 
Kochsalzlösung 
nach Zusatz von 
Salpetersäure 
Mit Tannin

lösung

}

}

Präparat I. 

flockige Fällung.

schwache Trübung, 
kein Niederschlag.

keine Fällung.

dichte Fällung, zum Teil 
löslich im Überschuß.

Präparat II. 

flockige Fällung.

reichlicher, flockiger 
Niederschlag.

reichlicher, flockiger 
Niederschlag.

dichter Niederschlag, un 
löblich im Überschuß.

Erwähnt sei, daß wir bei der Untersuchung der Abbau
produkte einer weiteren partiellen Hydrolyse von Edestin nach 
dem gleichen Verfahren ein Präparat erhielten, das dem Präparat I 
entsprach, dagegen gab die dem Präparat II entsprechende Frak
tion eine intensive Schwefelbleireaktion. Es konnte auch bei 
der totalen Hydrolyse dieses Präparates neben Tryptophan, 
Leucin und Glutaminsäure Cystin isoliert werden, ferner ent
hielt es Arginin. Offenbar war in diesem Falle die partielle 
Hydrolyse weniger weit vorgeschritten als bei der eben er
wähnten Untersuchung.

Von den erwähnten Präparaten I und II wurden je 5 g 
der totalen Hydrolyse mit 25°/oiger Schwefelsäure unterworfen. 
Wir besaßen im ganzen von Präparat I 16,5 g und von Prä
parat II 22,5 g. Wir verwendeten absichtlich je 5 g zur voll
ständigen Aufspaltung, weil es uns hei Verwendung geringerer 
Mengen wiederholt vorkam, daß die bei der totalen Hydrolyse 
erhaltenen Produkte sich wegen ihrer geringen Menge nicht 
genau genug identifizieren ließen.

Aus Präparat I erhielten wir 2,8 g Tryptophan und 1,85 g 
Glutaminsäure. Andere Spaltungsprodukte ließen sich nicht 
nachweisen. Die Bestimmung dieser beiden Aminosäuren erfolgte 
in der Weise, daß wir das Hydrolysat verdünnten, bis es 5°/o 
Schwefelsäure enthielt. Nun wurde es mit Quecksilbersulfat
lösung gefällt und der Niederschlag in bekannter Weise auf 
Tryptophan verarbeitet. Trotz aller Sorgfalt gelang es uns 
nicht, Verharzungsprodukte vollständig zu vermeiden. Das Fil-
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trat der Quecksilberfällung wurde von Quecksilber und Schwefel
säure befreit und dann eingeengt. Durch Einleiten von Salzsäure 
brachten wir die Glutaminsäure als salzsaures Salz zur Ab
scheidung.

Die Molekulargewichtsbestimmung ergab die Werte 360, 
352, 340, 362, 354.

Das Molekulargewicht eines aus Tryptophan und Glut
aminsäure bestehenden Dipeptides beträgt 333.

Die Elementaranalyse des Präparats I gab folgende Zahlen:
0,2112 g Substanz gaben 0,4508 g C02 und 0,1063 g H20.
0,1002 * » » 10,9 ccm N (754 mm, 20°).

Berechnet für das aus 1 MolekülTryp- Gefunden :
tophan und 1 Molekül Glutaminsäure 

bestehende Dipeptid
57,65 °/o C, 5,70% H u. 12,61% N. 58,21% C, 5,63% H u. 12,57% N.

Die Mengen an Glutaminsäure und Tryptophan aus einem 
Glutaminsäure und Tryptophan enthaltenden Dipeptid betragen 
auf 5 g

berechnet : gefunden :
3,06 g Tryptophan. 2,8 g Tryptophan.
2,20 » Glutaminsäure. 1,85 > Glutaminsäure.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß offenbar ein noch 

nicht ganz reines aus Tryptophan und aus Glutaminsäure be
stehendes Präparat vorlag. Wir haben es nochmals über das 
Silbersalz gereinigt und es dann wieder der totalen Hydrolyse 
unterworfen. Wir verwendeten hierzu wiederum 5 g des Prä
parates. Wir erhielten 2,75 g Tryptophan und 1,98 g Glut
aminsäure.

Die Molekulargewichtsbestimmung ergab die Werte 316, 
322, 320 und 325.

Das Präparat fing beim raschen Erhitzen im Kapillarröhrchen 
gegen 150° an zu sintern. Es zersetzte sich unter lebhaftem 
Aufschäumen gegen 1620 (korr.).

In Wasser gelöst zeigte es [a]°0 = -f- 19,8°.
Die Elementaranalyse ergab :
0,2186 g Substanz gaben 0,4595 g COs und 0,1091 g H20.
0,2145 » > » 23,0 ccm N (758 mm, 16°).

Berechnet für G16H19N305: Gefunden:
57,65 °/o C, 5,70% H u. 12,61% N. 57,32 % C, 5,58% H u. 12,63% N.
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Nach all diesen Daten scheint in der Tat eine Verbindung 
vorzuliegen, die nur aus Glutaminsäure und Tryptophan besteht, 
und welche die Zusammensetzung eines aus diesen Aminosäuren 
aufgebauten Dipeptides hat. Sobald die in Angriff genommene 
Synthese der beiden isomeren Dipeptide 1-Tryptophyl-d-glutamin- 
säure und d-Glutamyl-l-tryptophan vollendet ist, wird ein sicheres 
Urteil über die isolierte Verbindung möglich sein. Erwähnt sei 
noch, daß das Produkt trotz aller Bemühungen nicht in Kry- 
stallform zu bringen war. Oft schien es, als ob mikroskopisch 
feine Nädelchen vorhanden wären. Eine deutlich krystallinische 
Struktur des ganzen Präparates war jedoch nicht zu sehen.

Das oben erwähnte, mit Phosphor wolframsäure fällbare,
• •

im Uberschuß des Fällungsmittels nur schwer lösliche Produkt 
(Präparat II) wurde ebenfalls zunächst auf seine Zusammen
setzung geprüft. Bei der totalen Hydrolyse erhielten wir Leucin, 
Glutaminsäure und Tryptophan. Wir schieden zunächst das 
letztere als Quecksilberverbindung ab und aus dem von gelöstem 
Quecksilber und von Schwefelsäure befreiten Filtrat der Fällung 
isolierten wir das Leucin durch Krystallisation und die Glut
aminsäure als salzsaures Salz. Wir erhielten bei Verwendung 
von 5 g des Produktes 1,90 g Tryptophan, 1,50 g Leucin 
und 1,42 g Glutaminsäure.

Ein aus diesen drei Aminosäuren bestehendes Tripeptid 
würde geben: 2,29 g Tryptophan, 1,55 g Leucin und 1,64 g 
Glutaminsäure.

Die Molekulargewichtsbestimmung ergab schwankende 
Werte: 480, 476, 460, 454, 440, 472. Es mag dies darauf 
beruhen, daß das Präparat in Wasser nicht ganz klar löslich 
war. Für das genannte Tripeptid berechnet sich das Molekular
gewicht auf 446. Die Elementaranalyse des Produktes gab leider 
keine gut stimmenden Werte. Der Kohlenstoffgehalt war um 
0,8 zu hoch und der Wasserstoffgehalt um 0,6 zu niedrig. Wir 
haben das Präparat wiederholt mit Quecksilbersulfat gefällt und 
auch die Reinigung über das Silbersalz versucht. Es gelang 
uns jedoch nicht, bessere Analysenzahlen zu erhalten. Da so
wohl der Zersetzungspunkt des Präparates als auch das spe
zifische Drehungsvermögen sich bei wiederholtem Umfällen stets
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änderten, und es auch gelang, durch fraktioniertes Fällen Pro
dukte zu isolieren, die zwar bei der totalen Hydrolyse ganz 
ähnliche Werte und stets dieselben Aminosäuren gaben, die 
jedoch unter sich ganz verschiedene Zersetzungspunkte auf
wiesen, halten wir es für sehr wahrscheinlich, daß entweder 
das Präparat unrein war und Beimengungen enthielt, oder aber, 
daß ein Gemisch isomerer Verbindungen vorlag. Es ist uns bis 
jetzt nicht geglückt, diese Frage zu entscheiden, und wir müssen 
abwarten, bis die entsprechenden Tripeptide dargestellt sind. 
Auch diese Synthesen sind im Gange. Dieses Beispiel beweist, 
wie außerordentlich schwierig es ist, ein komplizierter gebautes 
Abbauprodukt aus Eiweiß in seinem Aufbau aufzuklären, ja es 
gelingt nicht einmal, ein aus zwei Aminosäuren aufgebautes 
Produkt mit Bestimmtheit zu identifizieren, wenn es nicht kry- 
stallisiert und das entsprechende synthetische Polypeptid noch 
nicht bekannt ist.

Ein weiteres, wie es scheint, relativ einfach zusammenge
setztes Abbauprodukt haben wir aus dem ursprünglichen, mit 
Phosphorwolframsänre fällbaren, jedoch mit Quecksilbersulfat 
nicht gefallenen Teil isoliert. Wir entfernten aus dem Filtrate 
des Quecksilbersalzes das gelöste Quecksilber mit Schwefel
wasserstoff und die Schwefelsäure mit Baryt. Das Filtrat vom 
Baryumsulfat wurde unter vermindertem Druck zur Trockene 
verdampft, der gelb gefärbte, zum Teil sirupöse Rückstand in 
wenig Wasser gelöst und in absoluten Alkohol eingetragen. 
Auf diese Weise ließ sich ein in wässerigem Alkohol lösliches 
Produkt von einem unlöslichen trennen. Das lösliche Produkt 
ließ sich nur schwer in die feste Form überführen. Es war 
stark hygroskopisch. Erwähnt sei, daß dieses Präparat sowohl, 
wie alle übrigen aus diesem Teil des Hydrolysates gewonnenen, 
keine Spur einer Tryptophanreaktion gab. Der in wässerigem 
Alkohol unlösliche Teil ließ sich leicht in Pulverform bringen. 
Es bestand unzweifelhaft aus einem Gemisch verschiedener Ab
bauprodukte. Es ging dies ohne weiteres aus dem Verhalten 
gegenüber verschiedenen Reagenzien hervor. Auch hier war 
ein Teil leicht im Überschuß der Phosphorwolframsäure löslich, 
während ein Teil erst bei Zusatz von sehr viel Phosphorwol-
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framsäure in Lösung ging. Setzte man zu der wässerigen Lösung 
des Rohproduktes eine 5°/oige Lösung von Phosphorwolfram
säure, so trat zunächst eine voluminöse, klumpige Fällung auf. 
Der ganze Inhalt des Reagenzglases erstarrte. Fügte man mehr 
Phosphorwolframsäure zu, so ging ein großer Teil des Nieder
schlages in Lösung. Ein Teil blieb ungelöst. Er ging erst in 
Lösung, wenn ganz große Mengen von Phosphorwolframsäure- 
iösung zugefügt wurden. Wir haben vorläufig nur den letzteren 
Anteil des isolierten Rohproduktes untersucht. Er gab nach 
wiederholtem Umfällen mit Alkohol aus wässeriger Lösung fol
gende Reaktionen : Ausgesprochene, violeftrote Biuretreaktion, 
positive Mi 11 on sehe Reaktion, Schwefelbleiprobe negativ, mit 
Bromwasser und mit Glyoxvlsäure keine Färbung, mit gesättigter 
Ammonsulfatlösung bei Ganzsättigung flockige Fällung, ebenso 
mit konzentrierter Kochsalzlösung nach Zusatz von etwas Sal
petersäure, mit wässeriger Tanninlösung weiße, flockige Fällung, 
Niederschlag unlöslich im Überschuß des Fällungsmittels. Mit 
Silbernitratlösung trat keine Fällung ein.

Daß auch hier wenigstens nach einer Richtung eine gute 
Trennung erfolgt war, beweist der Umstand, daß der im Über
schuß der Phosphorwolframsäure leicht lösliche Anteil mit 
Milions Reagens nur eine ganz schwache Rosafärbung gab, 
während der erwähnte, im Überschuß der Phosphorwolfram säure 
schwer lösliche Anteil eine sehr intensive Rotfärbung zeigte, 
ferner fiel das erstere Produkt mit Silbernitrat und enthielt 
große Mengen von Glutaminsäure, während das letztere Prä
parat keine Glutaminsäure enthielt.

Die totale Hydrolyse des oben genannten Produktes ergab 
Tyrosin, Leucin und Glykokoll, wahrscheinlich waren auch Valin 
und Alanin vorhanden. Wir versuchten nun eine weitere Trennung 
durch die Verdauung des Präparates mit aktiviertem Pankreas
saft herbeizuführen. Das Tyrosin wurde sehr rasch abgespalten. 
Es gelang schließlich, alles Tyrosin zu entfernen und ein tyrosin
freies Produkt zu gewinnen. Es bestand jedoch unzweifelhaft 
aus einem Gemisch von freien Aminosäuren und komplizierteren 
Produkten. Die mit dem Pankreassaft eingeführten Stoffe er
schwerten die Reinigung sehr. Der Versuch, die freien Amino-



Partielle Hydrolyse einiger Proteine. 385

säuren als Ester abzutrennen, führte auch nicht zum Ziele, indem 
der nicht destillierbare Teil keine Neigung zum Krystallisieren 
zeigte. Da unsere Kenntnisse über das Verhalten der Ester 
der höheren Polypeptide noch gering sind, gewann diese Art 
der Untersuchung zum vornherein eine gewisse Unsicherheit. 
Wir haben ferner versucht, das isolierte Produkt durch gelindes 
Erwärmen mit Baryt weiter zu spalten. Es traten jedoch auch 
hier bald freie Aminosäuren auf. Auch die weitere partielle 
Hydrolyse mit 70°/oiger Schwefelsäure führte zu keinem Zieh 
Es blieb uns schließlich nichts anderes übrig, als die wässerige 
Lösung des erwähnten Produktes mit Alkohol fraktioniert zu fällen. 
Wir benützten die Intensität der Millon sehen Reaktion, um zu 
entscheiden, ob eine Trennung in verschiedene Körper erfolgt war. 
In der Tat gaben die zuerst gefällten Produkte eine viel intensivere 
Reaktion mit Milions Reagens, als die später fallenden. Die 
isolierten Produkte erwiesen sich fast alle als Gemische, wenig
stens gab die totale Hydrolyse Ausbeuten an Aminosäuren, die 
mit keinen berechneten Werten in Einklang zu bringen waren. 
Einzig das in wässerigem Alkohol am schwersten lösliche Pro- 
dukt scheint aus nur drei Aminosäuren zu bestehen. Wenigstens
ließen sich neben Tyrosin, Leucin und Glykokoll keine anderen 
Aminosäuren nachweisen. Ferner stimmen auch die gefundenen 
Mengen an den einzelnen Aminosäuren mit den auf ein Tripeptid 
berechneten annähernd überein und schließlich steht auch die
Molekulargewichtsbestimmung in Übereinstimmung mit der an
genommenen Zusammensetzung. Auch die Analyse des isolierten 
Produktes gab gute Annäherungswerte.

Zur totalen Hvdrolvse verwendeten wir 5 g Substanz. Sie
* » '

wurde auch hier durch zehnstündiges Kochen mit 25°/oiger 
Schwefelsäure herbeigeführt. Nach Entfernung der Schwefelsäure 
mit Baryt wurde die Flüssigkeit eingeengt und das Tyrosin ab
geschieden. Seine Menge betrug 2,75 g. Die Mutterlauge wurde 
weiter eingeengt, es erfolgte bald wieder Krystallisation. Wäh
rend die ersten Abscheidungen das Aussehen und den Geschmack 
von Leucin hatten, erschienen zuletzt Krystallfraktionen, die 
keinen einheitlichen Eindruck machten. Da wir vermuteten, 
daß noch Valin vorhanden sei, verwandelten wir alle aus der
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Mutterlauge des Tyrosins abgeschiedenen KryStallfraktionen 
durch Kochen mit überschüssigem Kupferoxyd in das Kupfer
salz. Es schied sich aus der heißen Lösung nach Entfernung 
des ungelösten Kupferoxyds zum größten Teil als blaßblaues 
Salz ah. Wir stellten drei Kry Stallfraktionen her und be
stimmten in jeder einzelnen den Gehalt an Kupfer. Die erste 
enthielt 19,8 °/o Cu, die zweite 19,9 °/o Cu und die dritte 20,1 °/o 
Cu. Für Leucinkupfer ist berechnet 19,6 °/o Cu. Diese isolierten 
Kupfersalze enthielten somit unzweifelhaft Leucin und höchstens 
geringe Mengen von anderen Aminosäuren und speziell von Valin. 
Die Mutterlauge der letzten Abscheidung gab auch beim starken 
Einengen keine Abscheidung von Kupfersalz mehr. Sie wurde 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff von gelöstem Kupfer 
befreit und das Filtrat vom Kupfersulfid mit der Mutterlauge 
der letzten oben erwähnten Leucinfraktion vereinigt. Die Lösung 
wurde zur Trockene verdampft und der Rückstand zur Abschei- 
dung des Glykokolls als Glykokollesterchlorhydrat verestert. 
Die letzte Mutterlauge vom Glykokollesterchlorhydrat wurde 
zur Trockene verdampft, die Ester in Freiheit gesetzt und de
stilliert. Es gingen nur Spuren über, so daß wir wohl annehmen 
dürfen, daß neben dem Glykokoll kaum in Betracht kommende 
Mengen anderer Aminosäuren und speziell von Alanin vorhanden 
waren. Die Ausbeute an Leucin betrug 1,6 g und an Glykokoll 0,8 g.

Für ein aus 1 Glykokoll, 1 Leucin und 1 Tyrosin bestehendes 
Tripeptid berechnet sich der Gehalt an den drei Aminosäuren, 
wie folgt (auf 5 g Tripeptid berechnet) :

1,0 g Glykokoll,
1,9 g Leucin,
2,6 g Tyrosin.

Die Molekulargewichtsbestimmung ergab folgende Werte : 
325, 332, 340, 320, 338, 345. Für das genannte Tripeptid 
ist das berechnete Molekulargewicht = 341.

Die Elementaranalyse ergab:
0,1168 g Substanz gaben 0,2486 g C02 und 0,0791 g H20.
0,1042 » » » 10,5 ccm N (762 mm, 18°).

Berechnet für C17H25N305: Gefunden:
58,18 °/o C, 7,12 > H u. 11,97 °/o N. 58,05 °/o C, 7,47 °/o H u. 11,85 °/o N.

Das Präparat zeigte in wässeriger Lösung [a]®0 = — 4,8 °.
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Beim raschen Erhitzen im Kapillarröhrchen fing es gegen 180° 
an sich zu bräunen und gegen 205° (korr.) zersetzte es sich 
zu einer schaumigen Masse. Das Präparat zeigte all die oben 
für das Rohprodukt beschriebenen Reaktionen. Eine Ausnahme 
macht nur die Fällung mit Ammonsulfat und mit Kochsalzlösung. 
Während das Rohprodukt mit gesättigter Ammonsulfatlösung 
und mit gesättigter Kochsalzlösung nach Zusatz von Salpeter
säure einen dichten, flockigen Niederschlag gegeben hatte, fiel 
nunmehr nur noch ein ganz geringer Teil. Der Ausfall dieser 
Reaktion scheint uns zu beweisen, daß trotz der guten Über
einstimmung der Analysenresultate und der Molekulargewichts
bestimmung mit den theoretisch für das entsprechende Tripeptid 
berechneten Werten das isolierte Produkt unrein ist. Es ist 
möglich, daß es aus isomeren Verbindungen besteht, es ist jedoch 
auch nicht ausgeschlossen, daß es mit anderen Abbauprodukten 
verunreinigt ist. Der Versuch, durch weitere partielle Hydrolyse 
zu einem Dipeptid zu gelangen, war nicht erfolgreich. Wir ver
suchten die Hydrolyse des isolierten Produktes durch Fermente 
im Polarisationsrohr zu verfolgen. Die Drehung ging zunächst 
auf 0° zurück und dann trat schwache Rechtsdrehung auf.

Da die synthetisch dargestellten, aus Glykokoll, 1-Leucin 
und 1-Tyrosin bestehenden Tripeptide zurzeit noch unbekannt 
sind, so ist eine exakte Identifizierung des isolierten Produktes 
unmöglich, und wir können vorläufig nur von einem Abbau
produkte sprechen, das fast und vielleicht ganz ausschließlich 
aus 1-Tyrosin, 1-Leucin und Glykokoll besteht. Leider sind bei 
Produkten, die keine spezifischen Fällungsreaktionen zeigen, die 
Isolierungsmethoden keine exakten, d. h. das Auffinden von 
einigermaßen gut definierbaren Abbauprodukten ist dem Zufall 
überlassen und erfordert sehr viel Arbeit. Wir hoffen, für die 
tyrosinhaltigen Abbauprodukte ein Abscheidungs- und Trennungs
mittel durch Einführung von Halogen, speziell von Jod, zu er
halten. Die bis jetzt nach dieser Richtung ausgeführten Ver
suche ergeben die Möglichkeit, alle tyrosinhaltigen Spaltprodukte 
in Form ihrer schwerlöslichen Jodverbindungen zu entfernen, 
um so zu tyrosinfreien Produkten zu gelangen. Wir werden 
über diese Versuche später berichten.
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Ein weniger gut charakterisiertes Abbauprodukt haben wir 
aus der Schafwolle ebenfalls durch Fällung mit Phosphorwol
framsäure und Silbernitrat erhalten. Es enthält Cystin, Glutamin
säure und Tyrosin. Ferner gelingt es, durch Fällung mit Sublimat 
und weitere Trennung durch Fällen mit Phosphorwolframsäure 
aus Hämoglobin Produkte zu gewinnen, die neben Histidin große 
Mengen Leucin enthalten. Keines dieser Produkte konnte zurKry- 
stallisation gebracht werden, auch ist es in keinem Falle geglückt, 
das Resultat der totalen Hydrolyse, die Molekulargewichtsbe
stimmung und die Werte der Elementaranalyse unter einander

« *

in Einklang zu bringen. Es lagen unzweifelhaft Gemische vor. 
Es gelingt mit Leichtigkeit durch fraktioniertes Fällen mit den 
spezifischen Fällungsmitteln ganz farblose, an der Luft ganz 
beständige Produkte von zum Teil ziemlich hohem Molekular
gewicht darzustellen. Auch aus Elastin haben wir eine ganze 
Reihe verschiedener Abbauprodukte gewonnen. Sie enthalten 
fast alle viel Glykokoll und Leucin und ferner liefern sie fast 
durchweg bei der totalen Hydrolyse Prolin. Mit Ausnahme der 
früher beschriebenen Dipeptide1) ist es nicht geglückt, ein 
komplizierter gebautes Abbauprodukt zu identifizieren, dagegen 
haben wir aus den Mutterlaugen des früher beschriebenen d- 
Alanyl-l-leueins die isomereVerbindung, dasl-Leucyl-d-alanin 
durch einfache Krystallisation gewonnen. Das isolierte Produkt 
schmilzt gegen 2570 (korr.) und zeigt in methylalkoholischer
Lösung [a]®„ = + 20,81°.

0,3112 g Substanz in Methylalkohol gelöst. Gesamtgewicht 
der Lösung 6,5112 g. a == -f 1,600 im 2 dm-Rohr bei Natrium
licht. d = 0,8042.

Die bei 100° im Vakuumtrockenapparat getrocknete Sub
stanz gab folgende Werte:

0,1428 g Substanz gaben 0,2798 g C02 und 0,1172 g H20.
0,1842 > » » 22,5 ccm N (758 mm, 20°).

Berechnet für C9H18N803: Gefunden:
53,41 °/o C, 8,97 °/o H u. 13,89 °/o N. 53,43 °/o C, 9,12 °/o H u. 14,19®/o N.

0 Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Poly
peptiden bei der Hydrolyse der Proteine. Berichte d. Deutsch, ehern. 
Ges., Jg. XL, S. 3553, 1907.
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Die vollständige Hydrolyse von 0,75 g Dipeptid durch 
12 ständiges Kochen mit 5 ccm 25°/oiger Schwefelsäure ergab 
0,42 g 1-Leucin und 0,30 g d-Alanin. Das erstere wurde durch 
das Kupfersalz identifiziert und von dem letzteren bestimmten 
wir sein spezifisches Drehungsvermögen.

0,1528 g salzsaures Alanin in Wasser gelöst. Gesamt
gewicht der Lösung 4,8215 g. a = -f- 0,30 °. [a]p° = -f~ 9,48°.

Das synthetisch dargestellte 1-Leucyl-d-alanin zeigt [a]^°°
= -f- 23,5° in methyl-alkoholischer Lösung und schmilzt gegen 
257ü.1) Das isolierte Produkt stimmte auch in den sonstigen 
Eigenschaften mit dem synthetischen Dipeptid sehr gut überein, 
so daß es keinem Zweifel unterliegen kann, daß 1-Leucyl-d- 
alanin Vorgelegen hat.

l) Emil Fischer, Synthese von Polypeptiden, XV. Berichte d. 
Deutsch, chem. Ges., Jg. XXXIX, S. 2916, 1906.

»
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