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in friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dal} bei Horn-
gebilden nicht nur verschiedener Tierarten, sondern sogar ein
und desselben Tieres betrachtliche Unterschiede in bezeug auf
einen schwefelhaltigen Baustein, das Cystin, obwalten. Da der-
artige Unterschiede bezuglich der anderen Bausteine der wenigen
bisher untersuchten Keratine nicht zutage getreten sind, habe
h auf Anregung meines hochgeschatzten Lehrers und Vor-
standes, des Herrn Hofrates K. B. Hofmann, die Untersuchung
epidermoidaler Horngebilde verschiedener Tiergattungen in An-
gnli genommen. Da Uber Hornsubstanzen'von Reptilien noch
keine Untersuchungen vorliegen, habe ich zun&chst das leichter
zugéngliche Schildpatt von Chelone imbricata in Arbeit ge-
nommen.») Das zur Untersuchung verwendete Schildpatt wurde
zuerst mit einprozentiger Salzsaure, hierauf mit heillem Wasser
gewaschen und endlich mit Atheralkohol langere Zeit am Riick-
nufl3kuhler ausgekocht.

\\ asser- und Aschegehalt.

_t '#28 g verloren beim Trocknen bei 105° im Vakuum
0,0739 g an Gewicht, entsprechend 9,44 °/o Wasser.

Beim Gluhen hinterblieb eine weille Asche im Gewichte
von 0,0021 g. Dieselbe zeigte sich im Wasser nur teilweise
l6slich und bestand aus Calcium, Spuren von Eisen, sowie
Bhosphorsaure und Schwefelsaure.

‘) Das Material wurde uns von Herrn E. Rziba. Besitzer des grofRRen

Geschaftes fur Schildpattwaren in Wien, in freundlicher Weise zur Ver-
flgung gestellt, woflir ihm auch an dieser Stelle der beste Dank gesagt sei.
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Verhalten gegen Alkali und heil3es Wasser.

In zehnprozentiger Natronlauge 10st sieh eine Probe ziem-
lich leicht mit gelber Farbe auf, und beim Neutralisieren mit
Séure fallt ein flockiger Niederschlag aus, der sich rasch ziisam-
menballt. Die Losung selbst gibt die Milionsehe und die Biuret-
reaktion.

Drei Gramm von Schildpattspdnen wurden mit HO ccm
destillierten Wassers in einem Porzellantiegel drei Stunden lang
im Autoklaven auf 120" erhitzt. Die Masse schrumpfte zu
einem sehr pordsen Klumpen zusammen, der im Aussehen
vollkommen einem Schwamme glich, und auch wie ein solcher
nach dem Auspressen der Flussigkeit Wasser wieder begierig
aufsog. Die wasserige Ldsung zeigte schon die Reaktion von
Molisch; die Tryptophanreaktion nach Rhode fiel negativ aus.
Die vereinigten wasserigen Losungen hinterlieBen beim Ver-
dampfen nur 0,07 g trockenen Rickstand.

Stickstoffverteilung im Schildpatt.

Zur Orientierung Gber das Verhéltnis von Mono- zu
-Diaminosauren im Schildpatt wurde die Verteilung des Stick-
stoffes nach der Methode von Hausmannl) beziehungsweise
nach Gumbel2) untersucht.

Das untersuchte Schildpatt zeigte im lufttrockenen Zu-
stande einen Gehalt von 14,14 °/o Stickstoff.

1,1221g verbrauchten bei der Bestimmung nach Kjel-
dahl 50,5 ccm n/5-HCl — 14,10 rtlo N.

0,8705 g verbrauchten bei der Bestimmung nach Kjel-
dahl 44,1 ccm n/r,-HCI= 14,18 °/oN.

Von diesem Praparate wurden 4 g in Arbeit genommen.
Das Ammoniak des Filters samt Niederschlag verbrauchte
2,1 ccm n/io-Saure = 0,07 °/c des Praparates oder 0,52 "/o des
Gesamtstickstofles.

Der in Losung gebliebene Teil gab nach dem Abdestil-
lieren der Salzsdure bei Uberschiissigem Zusatz von Magnesium-

‘) Diese Zeitschrift. Bd. 27, S. 95. und Bd. 29, S. 130.
*) Hofmeisters Beitrage, Bd. 5, S. 297.
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oxyd so viel Ammoniak, ab, daR dieses 12,3 ccm n'io-Saure
verbrauchte. Die Menge des abgespaltenen Ammoniakstick-
stoffes betragt sonach 0,43 °/o des Praparates oder 3,04 °/0 des
Gesamtstickstoffes.

Zum Zwecke der weiteren Bestimmungen wurde der
Destillationsrickstand in Salzsaure gelost und der Kolbeninhalt
auf 500 ccm mit Wasser aufgefullt. Je 25 ccm verbrauchten
19,6 bezw. 19,5 ccm n io-Saure, entsprechend 13,72% des
Praparates oder 97,03 des Gesamtstickstoffes.

Die Phosphorwolframsaureniederschlage verbrauchten bei
je 100 ccm des Filtrates 2,5 ccm nio Sdure = 0,44 % des
Prap. oder 3,09 des GesamtstickstolTes.

Die Filtrate verbrauchten Ubereinstimmend 19,6 ccm
n/:.-Sture = 13,41 °/o der Prap. oder 94,84%. des Ges. Stickst.

Ubersichtstabelle.

Prozente
der Probe des Schildpattes des Gesamtstickstoff.s
Melaninstickstoff . . 0.07 | 0,02
ArnmoniakstickstofT . 0.43 ' 3,04
Monoaminostickstoff. 13.41 ’ . 04,84
Diarninoslickstoff . . 0.44 | 3,09

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, treten die Diamino-
sauren beim Schildpatt ganz in den Hintergrund : ich beschréankte

mich daher bei der weiteren Untersuchung auf die Darstellung
der Monoaminosauren.

Hydrolyse des Schildpattes mittels Salzsaure.

Die Hydrolyse wurde zweimal mit je 350 g des luft-
trockenen Praparates durchgefuhrt. Die erfreulicherweise fast
ganz Ubereinstimmenden Resultate sind ein neuerlicher Beweis
fur die Vortreffliehkeit und Brauchbarkeit der Fiseherschen
Estermethode bei vergleichenden Untersuchungen von Eiweil3-
kdrpern. Es sei gleich von vornherein mitgeteilt, dal bei der
ersten Hydrolyse 102 g Glykokollesterchlorhydrat und 268 ¢
eines Gemenges anderer Ester, bei der zweiten Hydrolyse 112
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Glykokollesterchlorhydrat und 243 g Ester erhalten wurden.
Der Gehalt an einzelnen Aminosauren schwankt bei beiden
Droben nur unbetrachtlich: da die Trennung derselben jedoch
bei der zweiten Hydrolyse glatter vonstatten ging, sollen, schon
der Einheitlichkeit wegen, blol} die Resultate der letzteren dieser
Arbeit zugrunde gelegt werden.

Die, wie friher erwahnt, gereinigte Substanz im (Jewichte
von 350 g wurde mit 1100 ccm konzentrierter Salzsaure durch
acht Stunden am Rickflu3kihler gekocht. Als Rickstand hinter-
blieb eine schwammige Masse im Gewichte von 0,2 g. Die
nach mdoglichstem Entfernen der Salzsdure zuriickbleibende
Masse wurde zweimal mit je 1| absoluten Alkohols verestert
und die Esterldsung im Vakuum auf die Halfte verringert. Nach
21 standigem Stehen unter Kuhlung war die Masse ganz erstarrt
und wurde nach weiteren 24 Stunden abgesaugt. Die schwach
gelbliche Krvstallmasse von Glykokollesterchlorhydrat hatte
nach dem Irocknen im Vakuum Uber Schwefelsdure und ge-
branntem Kalk ein Gewicht von 112 g. Nach (‘inmaligem
Dmkrystallisieren aus Alkohol und Entfarbung mit* Tierkohle
war der Korper fast rein weill. Die feinen Nadeln schmolzen
bei 141°.

0,2171 g Substanz verbrauchten 50,30 ccm einer Losung
von AgNO3, von der 1 ccm einem mg Gl entspricht.

Sonach: Gefunden 25.93°0 GI. °

Berechnet flir G4H,,02NHG1 25,43 °/o Gl.

Die vom Glykokollesterchlorhydrat getrennte Mutterlauge
wurde im Vakuum maoglichst eingeengt und die Ester durch Kali-
lauge und Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt. Die &therischen
Auszuge waren stark gelbbraun geféarbt und wurden mit Kalium-
carbonat und geglihtem Natriumsulfat getrocknet. Der breiige
Kiickstand wurde mit dem Salzsdurealkohol, der von friheren
Veresterungen gesammelt war, bergossen, wodurch eine fast
vollstandige Scheidung der anorganischen Bestandteile erzielt
wurde. Die von diesen abgesaugte Ldsung wurde unter ge-
I ingem Druck vollstandig verdampft und der Rickstand abermals
verestert und dieser Vorgang noch ein drittes Mal wiederholt.

Ls gelingt auf diese Weise, in verhadltnismalig kirzerer
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Zeit als nach den friiheren Verfahren wiederholte Veresterungen
durehzufiihren.  SchlieBlich wurden die Ester noch mit Chloro-
form extrahiert, eine Methode, die jlingst von Abderhalden
angegeben wurde; es ging in diesem Versuche fast nur der
Ester des Tyrosins Uber, wie ich mich durch né&here Unter-
suchung des Extraktes (berzeugen konnte und wie auch Ab-
derhalden davon Erwéhnung tut.l)

Nach dem Abdestillieren des Athers verblieb ein Ester-
gemenge im Gewichte von 243 g, das der fraktionierten De-
stillation bei einem Druck von 11 mm unterworfen ward. Dabei
ergaben sich folgende Ausbeuten:

1. Fraktion bis 60° (Temperatur des Wasserbades) = 60 ¢
0 . » SO0 ? »

s — 143
3. ) > 105° ) b Olbades) = 66.0
. v > 180° ? ) = 15,0
5. llestillationsriickstand — 87.0

l. Fraktion (bis 60").

Dieselbe bestand hauptsachlich aus Alkohol und Chloro-
form neben einem Ruckstand von 2 g, der sich nach dem Ver-
seifen mit Wasser als Glykokoll erwies (F. 210°).

Il. Fraktion (60—80°).

Aus dieser Fraktion wurden nach 5 stdndigem Kochen
mit 100 ccm Wasser 5,2 g einer rein weillen Substanz er-
halten, welche bei 280° schmolz und zum grofiten Teil aus
Alanin bestand. Es konnten daraus durch fraktionierte Kry-
stallisation 4,5 g Alanin gewonnen werden. Das Alanin zeigte
einen Schmelzpunkt von 293°. Hei der Stickstoffbestimmung
nach Dumas im Mikroverbrennungsapparate nach Pregl wurde
folgendes Resultat erhalten: 12,60 mg lieferten 1,98 ccm N bei
735 mm Mg und 22,5° C.

Die gefundene StickstofTmenge betragt 15,72°/o gegeniiber
der berechneten von 15,74°/0 fir C3HTO2N.

Der Rest dieser Fraktion im Gewichte von 0,7 g bestand
aus Glykokoll.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 457.
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I11. Fraktion (80—105°.)

Bei der Verarbeitung dieser Fraktion wurde die Erfahrung
reg s ) bericksichtigt, dal der Leucinester dem mit Wasser
verdunnten Estergemenge entzogen werden kann, wahrend die
Lster der udbrigen Aminosauren in der wasserigen LOsung
bleiben. Bei der weiteren Verarbeitung der Atherlosung zeigte
es sich jedoch, daB auch der Valinester leicht in den Ather
uberging. Der Destillationsriickstand der Atherausschiitteiungen
wurde mit der sechsfachen Menge Wasser durch IOstiindiges
Kochen verseift. Nach 12stindigem Stehen bei Zimmertem-
peratur schied sich eine weil3e Krystallmasse ab, die ausschliel3-
«roaUnL™T m be!,a"d Und 8,5 g wog' Das Lpucin schmolz bei
., , 1 daraUsS dargestellle Kupfersalz war zum Teil in Methvl-
alkohoi 16slich, bestand also teilweise aus Isoleucinkupfer.

0,1496 g Substanz lieferten 0,0364 g CaO.
Berechnet fir (CO6HIsNOSi§Cu; Gefunden:
19-640/«- 19,43"/o Cu.

Der Rest des Leucins wurde mit absolutem Alkohol &us-
gekocht. Mit der verbleibenden Krystallmasse wurde eine Stick-

stoltbestimmung vorgenommen.
14,/5 mg lieferten 1,62ccm N. p = 733 mm, t — 22° C.

Berechnet fir C,,HNNO2; Gefunden:
10,69«/« N 10,96 »/0 N.

Die Mutterlauge vom Leucin wurde bis zur Trockene ver
dampft, der Rickstand mit absolutem Alkohol ausgekocht und

¢ie a koholischen Auszuge vereinigt. Der in Alkohol unlésliche
Anteil wurde in Wasser gelost und in zahlreiche Fraktionen

zerlegt; er bestand der Hauptmenge nach, wie die Analyse
beweist, aus Valin, von dem 17 g isoliert wurden.

9,15 mg Substanz lieferten 1,09 ccm N; p = 739 mn))
b — 22° C.

Berechnet fur CiHuNOS: Gefunden: '
11,97»/» N 11,97% N.

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 459.
Hnppe-Seyler'8 Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIV. 15
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Optische Bestimmung.

0.3322 g wurden in 20 ccm 21,5°/oiger Salzsdure gelost.
Im Dezimeterrohr wurde der Winkel a = + 0,32° abgelesen
MT = + 19,26«

Das Valin schmolz im Kapillarrohr bei. 135° (unkorrigiert).
Die letzten zwei Fraktionen im Gewichte von 1,4 g bestanden
last nur aus Alanin mit dem Schmelzpunkt 295°.

Aus der waésserigen Losung der dritten Fraktion wurde
nach dem Verseifen mit der zehnfachen Wassermenge eine
Krystallmasse erhalten, die im wesentlichen nur aus Alanin
bestand. Nach dem Auskochen mit absolutem Alkohol konnten
daraus 3,7 g Alanin isoliert werden.

Die vereinigten alkoholischen Ausziige sollten zur Dar-
stellung der a-Pyrrolidincarbonsaure dienen. Es wurde dreimal
im Vakuum der Alkohol abdestilliert und der Rickstand jedesmal
in absolutem Alkohol aufgenommen. SchlieBlich verblieb nur
eine Masse von sirupartiger Konsistenz, die sich in der Kalte
leicht in Alkohol l6ste. Der Versuch, Uber das Kupfersalz
einen Kkrystallisierten analysierbaren Koérper zu erhalten, mil-
lang: der schmierige Abdampfungsriickstand trotzte jedweden
Krystallisiorungsversuchen.

IV. Fraktion.

Das Estergemenge dieser Fraktion wurde nach dem Ver-
dinnen mit Wasser mit Ather ausgeschuttelt. Nach dem Ab-
destillieren des Athers und Verseifen des Riickstandes mit kon-
zentrierter Salzsdure wurden 3,66 g Phenylalaninchlorhydrat
erhalten. Das Phenylalanin, das daraus durch Uberschissigen
Zusatz von Ammoniak erhalten wurde, schmolz unter Zer-
setzung bei 283°.

11,40 mg Substanz lieferten 1,01 ccm N; p = 736 mm,
t = 22° C.
Berechnet fir CIHUNO2: Gefunden:
8,49°/0 N 8,87°/0 N.
Aus der wasserigen Losung dieser Fraktion konnte weder
Glutaminsédure noch Asparaginsdure mit Sicherheitisoliert w'erden.
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V. Destillationsriickstand.

Derselbe wurde mit Gberschissigem Baryt und zugesetzter
Tierkohle 8 Stunden lang erhitzt. Es gelang nicht, nach Ent-
fernen des Baryts im Filtrate Glutaminsdure zu linden.

Bei einem eigens zu diesem Zwecke mit 50 g Schildpatt
angestellten Versuch konnte trotz vollstdndigen Entfarbens des
Hydrolysates mit Tierkohle und weiters noch durch Schitteln
mit Kupferoxydul und Fallen mit Schwefelwasserstoff keine
Glutaminsdure aufgefunden werden. Es scheint demnach dieser
Haustein der Keratine dem Schildpatt zu fehlen.

Schwefel- und Cystingehalt.

Die Schwefelbestimmung wurde durch Schmelzen der Sub-
stanz mit Salpeter und Natriumhydroxyd in der bekannten Weise
ausgefihrt.

1,6898 g Substanz gaben 0,1931 g BaS04 = 1,57'% S
2,1264 » » » 0.2208 » BaS04 = 1,43°,0 S
im Mittel = 1,50°/0 S.

Fur die Cystinbestimmung wurden 100 g Substanz hydro-
lysiert. Der Cystinniederschlag wurde mit Ammoniak in. Lésung
gebracht und die Lo6sung auf 500 ccm erganzt. Aus 10 ccm
dieser Losung wurden nach der Schmelze 0,1884 g BaS04 er-
halten. Die aus dem Schwefelgehalt des Cystinniederschlages

berechnete Cystinmenge betragt in bezug auf die getrocknete
Substanz 5,19°/o.

Bestimmung des Tyrosins.

70 g Schildpatt, entsprechend 61,81 g Asche und wasser-
freier Substanz, wurden mit 200 g konzentrierter Schwefel-
sdure und 400 ccm Wasser 12 Stunden hindurch gekocht. Nach
dem Entfernen der Schwefelsdure mit Baryt und wiederholtem
Auskochen des Niederschlages wurden aus der wasserigen
Losung beim Einengen und Abkihlen 11,2 g Uohtyrosin er-
halten. Dieses wurde durch Auskochen mit Eisessig und Um-
krystallisieren aus heiem Wasser gereinigt. Es wurden so
8.4 g reines Tyrosin erhalten.
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7,37 mg lieferten 0,57 ccm N; p = 734 mm, t = 23° C
Berechnet fur COHNNOS3: Gefunden:
7,74°/o N 7,730/0 N.

Ubersicht der Resultate:

Glvkokoll 19,36°/«
Alanin 2,95%
Valin 5,23%
Leucin 3,26°/0
Phenylalanin  1,08°/o0
Tyrosin 13,59°/0
Cystin 5,19°/«

50,66%

Ein vergleichender Blick auf die Tabelle in Hoppe-
Seyler-Thierfelders Handbuch der chemischen Analyse,
S. 519, wo die Analysen der bisher untersuchten Keratine ange-
fuhrt sind, und auf die vorstehende Ubersicht lehrt uns, daB sich
das Schildpatlkeratin von den anderen vor allem durch seinen
hohen Ghkokollgehalt und das Fehlen der Glutaminsdure be-
trachtlich unterscheidet. Weiters la3t auch die erheblich groRere
Tyrosinmenge, wodurch sich dieses Material zur Darstellung
gerade dieser Aminosdure ganz vortrefflich eignet, einen deut-
lichen Unterschied erkennen. Endlich ist auch der geringere
(»ehalt an Leucin auffallend. Fortgesetzte und bereits in Arbeit
stehende Untersuchungen verschiedener andersartiger Keratine
sollen unsere Kenntnis Uber den Aufbau dieser Art von Ei-

weiRkorpern noch erweitern.

Graz, 26. Juli 1911.



