Uber die bei der Isolierung der Monoaminosauren mit Hilfe
der Estermethode entstehenden Verluste.

I. Mitteilung.

Von
Kmil Abderhalden und Arthur Weil.

(Aus dem physiologischen Institute der tierdrztlichen Hochschule, Berlin.)
(.Der Reduktion zugegangen am U. August 1911,

Die Einfiuihrung der Estermethode zur Isolierung der Mono-
aminosauren durch Emil Fischer hat unsere Kenntnisse tber
die Zusammensetzung der Proteine aullerordentlich erweitert.
Die erste Aufgabe, die zu erfullen war, bestand darin,
die Untersuchung mdoglichst vieler verschiedenartiger Eiweil3-
stoffe des Tier- und Pflanzenreiches auf ihren Gehalt an
einzelnen Aminoséuren durchzufuhren. Diese Arbeiten fuhrten
zu den wichtigen Resultaten, daR die verschiedenartigen Amino-
sauren bei den verschiedensten Proteinen mit wenig Aus-
nahmen immer wiederkehren. Vor dieser Feststellung war
immer noch die Mdglichkeit gegeben, dal} die einzelnen Eiweil-
korper durch den Gehalt an ganz bestimmten Bausteinen aus-
gezeichnet sind. Nach dem jetzigen Stand unserer Kenntnisse
der Zusammensetzung der EiweiRkorper ist zwar die Mog-
lichkeit. immer noch gegeben, dal} bisher unbekannte Bausteine
mitwirken, um den einzelnen Proteinen ein bestimmtes Geprage
zu geben, in der Hauptsache durfte jedoch die Struktur und
Konfiguration das Ausschlaggebende sein. Schon, die Be-
trachtung einfacher isomerer Polypeptide, die sich nur durch
die Reihenfolge der einzelnen Bausteine unterscheiden, zeigt,
wie einfluBreich die Gesamtstruktur auf die Eigenschaften dieser
Verbindungen ist.

Bei der Durchfihrung der einzelnen Hydrolysen wurde
das Hauptgewicht auf die Isolierung bestimmter, ganz reiner
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Aminosauren gelegt. Von Fall zu Fall muBte mit der MGg-
lichkeit gerechnet werden, da neue Spaltprodukte vorhanden
waren. Das Suchen nach solchen war mit grofRem Verlust
an Material verknupft. Bekanntlich zeigen manche Amino-
sauren die unerwilnschte Eigenschaft, Misehkrystalle zu
bilden. Diese tauschen dann neue Bausteine vor. Eine Un-
summe von Arbeit und Zeit war erforderlich, um alle
Klippen von Tauschungen zu umgehen. Immer wieder schien
der Nachweis eines neuen Bausteines geflhrt, bis schliellich
auf irgend eine Weise gezeigt werden konnte, dall Unrein-
heiten die Ursache der Abweichung im Verhalten der isolierten
Substanz von den bisher bekannten Aminosdauren waren. Es
unterliegt keinem Zweifel, dall den von Skraup und anderen
Autoren mitgeteilten neuen Aminosdauren Gemische bekannter
Bausteine der Proteine zugrunde lagen. Es ist klar, daf} unter
den genannten Verhaltnissen die Ausbeute an einzelnen Amino-
sauren Not leiden muBte. Dazu kam noch, dall bei allen
Mitteilungen, die von dem einen von uns mit seinen Mit-
arbeitern Uber die Zusammensetzung von Eiweillstoflen an
Aminosauren verdffentlicht sind, nur die Werte mitgeteilt sind,
die ganz reinen Aminosauren entsprechen. Eine Ausnahme
bildet nur die Leucinfraktion, die neben Isoleucin stets unbe-
stimmte Mengen von Valin enthielt. Diese Licke in den
| ntersuchungsresultaten ist stets genugend hervorgehoben
worden. Emil Fischer hat schon in der ersten Mitteilung
uber die Hydrolyse von Casein gezeigt, dall es unmoglich ist,
die genannten drei Aminosauren quantitativ zu trennen. Erst
neuerdings ist eine Bestimmung von Leucin, Isoleucin und
Valin von Levene und van Slyke ausgearbeitet worden. Sie
gibt, wie wir uns Uberzeugt haben, gute Werte, wenn der
Zusatz von Bleiacetat zur Abscheidung des Leucins sehr vor-
sichtig unter fortwahrendem heftigem Schuitteln erfolgt. Die
Methode bedeutet einen groRBen Fortschritt in der Isolierung
der drei genannten Aminosduren. Alle bisher mitgeteilten
Werte fur die Leucinfraktion mussen in Zukunft in die drei
genannten Aminosauren aufgeteilt werden.

Geht man bei der Berechnung der Ausbeuten nicht von
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den reinen Aminosauren aus, sondern von den Rohprodukten,
dann erhalt man naturlich wesentlich héhere Werte. Ks
ist z. B. ganz unmdglich, mit Hilfe der Estermethode das
gesamte Prolin in reinem Zustande zu gewinnen. Stets bleibt
auch bei Uberfihrung in das sehr schon kristallisierende
Kupfersalz ein ganz erheblicher, nicht krystallisierender Riick-
stand (brig. Wir haben den nicht Kri stallisierenden Teil nicht
in Rechnung gebracht, weil die Mdglichkeit vorlag, daf} in dem
Sirup Aminoséuren unbekannter Konstitution enthalten waren.
Nach unseren reichen Erfahrungen durfte es sich jedoch um
Produkte handeln, die sich direkt von dem Prolin ableiten.
Wenn in der Literatur neuerdings hohere Werte fiir die Aus-
beute an Prolin mitgeteilt werden, als wir sie angegeben
haben, so muB immer in Betracht gezogen werden, welche
Substanzen den Ausbeuten zugrunde gelegt worden sind. Ver-
wendet man zur Prolinbestimmung die neuerdings von van
Slyke angegebene Methode, dann kommt mau selbstverstandlich
zu hoheren Werten, weil man nicht das Prolin als solches
isoliert.  Wir ziehen im allgemeinen die direkte Isolierung
der einzelnen Aminosduren im vollstandig reinen Zustande
jeder indirekten Methode vor. Es ist fraglich,” ob es
fir unsere Kenntnis der Zusammensetzung der EiweiRkorper
von entscheidender Bedeutung ist, ob die Ausbeute an Amino-
sduren bei bestimmten EiweillkOrpern um wenige Prozente
gesteigert werden kann. Wir durfen nicht vergessen, dal3 die
Eiweil3korper als solche in keinem einzelnen Fall das Kriterium
der Einheitlichkeit besitzen. Je nach der Art der Darstellung
konnen die einzelnen Eiweilpréparate eine verschiedene Zu-
sammensetzung haben, und dieser Umstand kann fir die ver-
schieden grofle Ausbeute malgebend sein. Ferner wissen
wir, daB mit Hilfe der Estermethode keine einzige Amino-
saure quantitativ abgeschieden werden kann. Arbeiten wir
mit Gemischen von Aminosauren, die ganz verschiedene Eigen-
schaften haben, dann wird es viel von der Art der ange-
wandten Methodik abh&ngeri und auch von der Geschicklichkeit
des Experimentators, wie hoch sich die Ausbeuten im einzelnen
Falle stellen. Es kann leicht Vorkommen, da z. B. die Aus-
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heuten an Aminomonocarbonsauren sehr gute sind, und gleich-
zeitig die an Aminodicarbonsduren stark zuriickstehen.
Wir heben diese Verhéltnisse nochmals klar hervor, weil
Halliburton in génzlicher Verkennung der Sachlage und aus
voller Unkenntnis der ganzen Methodik heraus versucht hat,
die bisherigen Besultate auf dem Gebiete der Eiweil3forschung,
die mit Hilfe der Estermethode gewonnen worden sind, in
ihrem Werte herabzusetzen.

Man konnte die Frage aufwerfen, ob es richtig war,
mit Hilfe der Estermethode, die keine quantitativen Werte gibt,
zunachst ohne Berlcksichtigung der Fehlerquellen, und ohne
den Versuch gemacht zu haben, diese nach allen Richtungen
hin kennen zu lernen, zahlreiche Proteine auf ihren Gehalt
an Aminosauren zu untersuchen. Emil Fischer, Emil Abder-
halden, Thomas B. Osborne und ihre Mitarbeiter haben zu-
nachst mit der von Emil Fischer ausgearbeiteten Methode
stets unter gleichen Bedingungen gearbeitet und in verhéaltnis-
méalig kurzer Zeit eine sehr groBe Anzahl von Eiweil3stoffen
des Tier- und Pflanzenreiches untersucht. Um Vergleiche
ziehen zu konnen, sind die minimalen Ausbeuten an Amino-
sauren angegeben worden. Niemand hat einen Zweifel dartber
gelassen, daBR die Ausbeuten durchaus kein Bild von dem
wirklichen Gehalt der Eiweilkorper an den einzelnen Amino-
sauren geben. Es ist auch nie bezweifelt worden, daB die
Ausbeuten von Fall zu Fall durch bessere Methoden gesteigert
werden konnen. Niemand hat ferner je dariber einen Zweifel
offen gelassen, dal} die bisherigen Methoden unzureichend sind.
Unter diesen Verhaltnissen hatte man allerdings den Versuch
machen konnen, an Hand eines ganz bestimmten EiweiR-
korpers alle Bedingungen durchzustudieren, wrelche die besten
Ausbeuten an den einzelnen Aminosauren ergeben. Es wird
gewill gelingen, schlieBlich Methoden auszuarbeiten, die fir
jede einzelne Aminosdure eine quantitative Bestimmung zu-
lassen. Die bisherigen Bemuhungen hatten noch keinen grof3en
Erfolg. Héatte man mit den Untersuchungen der einzelnen Eiweil-
korper zugewartet, bis eine ideale Methode zur Isolierung der
Aminosduren fir alle Proteine gefunden worden ware, dann
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wurden ohne Zweifel unsere Kenntnisse Uber die Zusammen-
setzung der Proteine zurzeit noch sehr wenig gefordert sein.
Es schien uns korrekter, .zun&chst einmal viele Eiweil3korper
Zu untersuchen, und so zwar einen rohen, aber immerhin wert-
vollen Einblick in die Zusammensetzung der verschieden-
artigsten Proteine zu erhalten. Auf die Bedeutung dieses
Vorgehens fir die Gewinnung bestimmter Aminosauren, und
fir die Untersuchung der bei der partiellen Hydrolyse der
EiweilRkorper entstehenden Spaltprodukte ist bereits hingewiesen
worden. M

Osborne hat auf dem Gebiete der PflanzeneiweilR3korper
genau den gleichen Weg eingeschlagen wie wir. Er hat nun
auch begonnen, die Frage zu erdrtern, wie die erhaltenen
Aminosduren in bezug auf die absoluten Werte zu beurteilen
sind.2) Er hat Gemische von bekannten Aminosduren in
bestimmten Gewichtsmengen hergestellt, dann die Estermethode
angewandt und die Aminosauren wieder isoliert. Er beobachtete,
daB hierbei ganz bedeutende Verluste eintreten, und er schlief3t
daraus, dal3 héchstwahrscheinlich der Teil der stickstoffhaltigen
Spaltprodukte der Proteine, der durch die bis jetzt erhaltenen
Ausbeuten an Aminosduren nicht gedeckt wird, auf Amino-
sauren bekannter Natur, die sich bei der angewandten Methodik
dem Nachweis entziehen, zuriickzufuhren ist.

Osborne hat ferner begonnen, die von ihm mitgeteilten
Ausbeuten an einzelnen Aminosauren durch Wiederholung der
Hydrolysen zu kontrollieren. Er kommt dabei in manchen
Fallen zu bedeutend hoheren Werten. Selbst fur die Glutamin-
saure, deren Bestimmung allgemein fir eine quantitative galt,
findet er neuerdings hohere Werte. Fir Casein fand z. B.
Emil Fischer 10°/0, Emil Abderhalden und seine Mitarbeiter
fanden annahernd den gleichen Wert, auch Osborne gibt in

* Emil Abderhalden, Beitrag zur Kenntnis der bei der totalen
Hydrolyse von Proteinen auftretenden Aminosauren. Diese Zeitschrift.
Bd. «8, S. 477, 1910.

* Thomas B. Osborne and Breese Jones. A Consideration of
the Sources of Loss in Analyzing the Products of Protein Hydrolysis.
American Journal of Physiologie, Vol. XXVI. p. 805. 1910.
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einer fruheren Mitteilung die gleiche Zahl fur Glutaminséure
an. Neuerdings findet er durch langer dauerndes Kochen des
Gaseins mit Saure ca. 15°/0 Glutaminsaure. Auch fir Gliadin
findet Osborne jetzt 44°/'o0 gegenuber den >7°/o, die er selbst
friher gefunden hatte. Es wird Gegenstand eingehender Unter-
suchungen sein, festzustellen, ob tatséchlich die langer dauernde
Hydrolyse die Ursache fur die hdhere Ausbeute an Glutamin-
saure ist, oder aber, ob das angewandte EiweilBmaterial in
seiner Zusammensetzung inkonstant ist. Diese Vermutung
ist sehr naheliegend, wenn man bedenkt, wie roh die Dar-
stellung der einzelnen Proteine ist. Wir verfiigen Uber keine
Methode, die fir wirklich einheitliches reines Material Garantie
leistet. Der eine von uns hat selbst Gliadin verschiedener
Provenienz auf Glutaminsiure untersucht und zwar stets nach
l(>standigem Kochen mit konzentrierter Salzsaure. Die Aus-
beuten an Glutaminsaure schwanken von 30—40°/o. Manche
der untersuchten Praparate waren ohne Zweifel sehr unrein,
wie schon die groBe Menge an Huminsubstanzen, die sich
bei der Hydrolyse bildeten, zeigte. Ein ganz besonders sorg-
faltig dargestelltes Gliadin besal einen Glutaminsauregehalt
von 15°/o. Untersuchungen Uber die Frage, ob der ver-
schiedene Glutaminsauregehalt des Caseins auf die Methodik
zurlickzuftihren ist oder aber auf das Material, sind im Gange.
Dall das kaufliche Casein Hammarsten eine sehr verschiedene
Zusammensetzung haben kann, beweist der Hefund von Gtyko-
koll im Casein, den Skraup erhoben hat. Von keinem anderen
Forscher ist diese Aminosdure bei der Hydrolyse des Caseins
wiedergefunden worden.

Der eine von uns hat vor langerer Zeit begonnen, die
Verluste, die bei der Isolierung der Aminosduren mit Hilfe
der Estermethode entstehen, genau zu verfolgen.!) Durch
systematisch fortgesetzte Versuche sollten neue Methoden aus-
gearbeitet werden, um fur die einzelnen Bausteine der Proteine
Werte zu erhalten, die dem wirklichen Gehalt an diesen mog-
lichst nahe kommen.

') Emil Abderhalden, 1 c.
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Zunachst wurden an Hand des N-Gehaltes eintretende
Verluste von Operation zu Operation genau verfolgt. Der-
artige Untersuchungen miissen ohne weiteres zeigen, bei welcher
Operation die gréften Verluste eintreten. Man wird in Zu-
kunft verlangen missen, dald jede Mitteilung Uber den
Gehalt von Eiweil3kdrpern an Aminosauren von einer
Kontrolle des Stickstoffgehaltes begleitet ist. Es wird
dann ein leichtes sein, festzustellen, ob die gleiche Methode,
von verschiedenen Forschern angewandt, anndhernd gleiche
Resultate gibt. Man wird dann auch leicht erkennen kdnnen,
worauf sich die verschiedenartigen Resultate begriinden.

Unseren Untersuchungen liegt die folgende Fragestellung
zugrunde: Welche Ausbeuten liefern die einzelnen
Aminosauren, wenn sie mit Hilfe der Estermethode
iIsoliert werden? Es sollen fir jede einzelne Aminoséaure
die besten Bedingungen auslindig gemacht werden. Ferner
soll geprift werden, ob man anndhernd immer die gleichen
Werte wiedererhalt. Endlich wird dann festzustellen sein, wie
sich die Aminosdauren verhalten, wenn sie zusammengemischt
werden.  Wir haben vorlaufig die Glutaminsaure und die
Asparaginsaure untersucht. Der Gang der Untersuchung
war kurz folgender: Die reinen Aminoséduren wurden unter
den Ublichen Bedingungen verestert. Die Veresterung wurde
dreimal wiederholt; in einzelnen Fallen wurde nur einmal
verestert und in diesem Falle nach den Angaben Emil Fischersl)
mehrere Stunden am RuckfluBkiihler gekocht. Dann setzten
wir die Ester in Freiheit und zwar einesteils mit Hilfe von
Natronlauge und Kaliumcarbonat, anderenteils mit der berech-
neten Menge Natriumalkoholat und endlich nach dem Vor-
schldge von Pribram mit Ammoniak. Die Ester wurden dann
in der dblichen Weise destilliert und das Destillat in ver-
schiedener Weise verseift, In einzelnen Fallen unterlieRen
wir die Destillation und verseiften den Ester direkt durch Kochen
mit Salzsaure und verdampften zur Trockene. Der Rickstand
wurde dann gewogen, umkrystallisiert und aus der Gewichts-

l) Emil Fischer, Untersuchungen Giber Aminosauren, Polypeptide
rutil Proteine. S. 103—11)5. Heidin 190(1.
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menge des reinen Produktes festgestellt, ein wie grol3er Teil
der Aminosaure bei der Veresterung in den Ester tbergefiihrt
wurde und bei der Infreiheitsetzung erhalten geblieben war.
Die genauen Resultate sind bei den einzelnen Versuchen an-
gefuhrt.

Im allgemeinen ist folgendes zu bemerken: Beide Amino-
sauren, Glutaminsaure und Asparaginsaure, lassen sich mit
Hilfe der Estermethode nicht quantitativ nachweisen. Die Aus-
beute betrug im besten Falle bei der Glutaminsdure ca. 75»,
und bei der Asparaginsdure ea. 60°/o.

Man wird also speziell bei den Angaben Uber die Aus-
beute an Asparaginsaure die Werte um mindestens 40 «/« er-

hoben mussen. Die Verluste sind in Wirklichkeit noch be-
deutender; denn wir arbeiteten mit den reinen Sauren und
unter Vorsichtsmaliregeln, die wir den beiden Dicarbonsauren
speziell angepaldt halten.

\\ ir haben bei beiden Aminosdureestern die Verseifung
nul Wasser, vorgenommen. Hierbei zeigte es sieh, dal der
Glutaminsaureester bei der Destillation zum groten Teil in
I’yrrolidoncarbonsédureester Ubergeht. Dieser erstarrt in der
Vorlage krystallinisch. Emil Fischer und Reginald Boehmerl)
haben kurzlich die gleiche Beobachtung bei der Destillation
des aus Glutaminsaureesterchlorhydrat durch Erhitzen auf Itiol
gewonnenen Produktes mitgeteilt.  Verseift man den Ester
durch ca. 20 standiges Kochen mit der 10 fachen Menge
Wasser, so erhdlt man, ebenso wie aus dem reinen, nicht
destillierten Glutaminsdureester, Pyrrolidoncarbonsédure. Sie
iIst meistens nicht ganz rein, sondern enthalt geringe Mengen
von Glutaminsaure. Wir konnten die einzelnen Fraktionen
sehr leicht auf ihren Gehalt an Glutaminsaure prifen. Pyrro-
lidoncarbonsaure gibt ndmlich mit Triketohydrindenhydrat keine
Blaufarbung, wahrend Glutaminsdure in geringsten Spuren
sofort die Farbreaktion gibt. Das von Ruhemann dargestellte

) limit Fischer und Reginald lioehmer, Verwandlung der
(»lutaminsdure bzw. Pyrrolidoncarbonsdure in Prolin. Bericht der
Deutschen Cliem. Gesellschaft. Jg. 44 S. 1332—37. 1911.
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Reagens erwies sich bei unseren Lntersuchungen als aulier-
ordentlich wertvoll.

\\ ir haben unsere \ersuche hei der Asparaginsiure
und der Glutaminsédure nach zwei Richtungen durchgefihrt.
Einmal suchten wir festzustellen, wieviel von den gesamten.
Aminoséauren zuriickgewonnen werden konnte, wenn reine
Asparagin- und Glutaminsaure verestert und dann auf ver-
schiedene Weise (Natronlauge und Kaliumcarbonat, Natrium-
alkoholat) die Ester in Freiheit gesetzt wurden. Wir haben
die bei den einzelnen Operationen entstehenden Verluste durch
Verfolgung der Stickstoffwerte festgestellt. Den bei der In-
freiheitsetzung der Ester verbleibenden Rickstand haben wir
nicht weiter verarbeitet. Aus friheren Erfahrungen wissen
wir, da® man bei Wiederholung der Veresterung noch weitere
Ausbeuten an Aminosaureestern erhalten kann. Da bei dem
grofiten leil der mitgeteilten Hydrolysen von Eiweil’korpern
die Veresterung nur einmal (in dem einen Falle allerdings
wiederholt) durchgefihrt worden ist, so haben wir, um mdg-
lichst analoge Verhdltnisse zu haben, darauf verzichtet, den
genannten Ruckstand weiter zu untersuchen.

Rei einer anderen Reihe von Versuchen haben wir
Studien Uber die Verseifung des Asparaginsaure- und Glutamin-
saureesters durch Kochen mit Wasser ausgefihrt. Der As-
paraginsaureester 1alt sich durch etwa dreiBigstiindiges Kochen
verseifen. Die zuriickgewonnene Asparaginsaure erwies sich
als rein. Die Mutterlauge enthielt noch Stickstoff: offenbar war
die Verseifung eine noch nicht ganz vollstandige. Die im
folgenden mitgeteilten Versuche geben einen Einblick in die
angewandte Methode.

Bei der Glutaminsdure liegen die Verhaltnisse kompli-
zierter. Bei der Verseifung des Esters erhielten wir, wie
schon oben erwahnt wurde, neben Glutaminsdure stets Pyrro-
lidoncarbonsaure. Die Analysenzahlen der in den folgenden
Versuchen (Versuch 1-3) isolierten Produkte geben Uber das
Mengenverhaltnis der beiden Verbindungen AufschluB;  Auch
das Drehungsvermégen der isolierten Fraktionen weist auf
Gemische hin.



Asparaginsaure.

Versuch 1 (Tab. I, 1).

20 g Asparaginsaure werden mit je 200 ccm absolutem
Alkohol unter Einleiten von trockenem Salzsiuregas dreimal
verestert. Der Ester wird mit Natronlauge und Kaliumcarbonat
aus dem Ohlorhydrat in Freiheit gesetzt. Die Ausbeute betragt:
21,59 = 86,3 «/«.

Die Destillation erfolgte bis 130° des Olbades und 0,0 mm
Druck. Fs ist dies die fir den Asparaginsiureester ginstigste
Temperatur, da beim raschen Steigen der Temperatur auf 150°
bedeutend schlechtere Ausbeuten an Destillat erhalten wurden,
wie Tabelle IIl zeigt.

Es destillierten 23,1 g Ester Gber = 91 °/0 des Gesamt-
esters. Das Destillat wurde mit 230 ccm Wasser 30 Stunden
lang am HuckfluBkuhler gekocht. Es ist unbedingt nétig, so-
gleich nach der Destillation den Ester mindestens 5 Stunden
lang bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion zu kochen.
Wartet man mit dem Kochen, oder verseift zunachst nur kurze
Zeit, so erhalt man selbst nach 30 standiger Verseifung statt
der reinen, krystallinischen Sdure einen dunkelbraunen Sirup,
aus dem durch Kochen mit Kupferoxyd nur ein geringer
Prozentsatz an asparaginsaurem Kupfer gewonnen werden
kann. (S. Versuch 3.) Das auf dem Wasserbade bis zum
Krystallbrei eingeengte verseifte Destillat hinterlie3 einen Ruck-
stand von 16,9 g, der aus 100 ccm Wasser mit Tierkohle um-
krystallisiert eine Ausbeute von 11,7 g Asparaginsdure gab
r- 58,5°0 d. Theorie.

Analysen: F: 295° (Unkorr.) = 299,5° korr. Zer-
setzung unter Schwarzféarbung.

0,1639 g verbr. 12,4 ccm n,'10 H2SO04.

0,1434 g Substanz gaben 0,1914 g C02 und 0,0710g H.,0.

Gerechnet fur C4H7X04 (133,01) : Asparaginsaure.

C = 36,09 «o Il = 5,26«/« N = 10,53°/«

Gefunden
C = 36,40° Il = 5,50° N = 10,59
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0,2581 g Substanz in 5,0821 g Losung (8 Mol. HCI)
drehen -j- 0,24" (+ 0,01i) im ! dm-Rohr. d = 1,0301
t«I5u= + 5,660.

Das Ausgangsmaterial (Kahlbaum) gab folgende Werte:
0,8227 g Substanz in 7,7246 g Losung (8 Mol. HCI) drehen im
1 dm-Rohr + 1,04° (+0,01°). d = 1,0292. [«]a»" = + 24,19,
Es hat also eine Racemisierung um 18,63° stattgefunden.

Ahnliche Werte zeigte der nicht destillierte, durch Kochen
mit \\ asser verseilte Ester. Die spezifische Drehung der ge-
wonnenen Asparaginsalre betrug -f 850° (Versuch I, 2).
Es war somit nur eine Racemisierung um 15,69° eingetreten.
Bei einem fruheren Versuch betrug [a|p> nach 15 stdndigem
Kochen: + 948°.

Versuch 2.
20 g Asparaginsaure, wie bei Versuch 1, dreimal ver-
wert. Naheres Uber die Destillation s. Tabelle IIl, 2 u. 3.

Der beim Einengen des durch 50 stdndiges Kochen verseiften
Destillats verbleibende Rickstand wurde nicht durch Um-
kristallisieren aus Wasser gereinigt, sondern durch dreimaliges
Auskochen mit je 100 ccm* absolutem Alkohol, wobei .der
nicht verseifte Ester in Losung ging, wéhrend als Rickstand
des Filtrats reine Asparaginsalre zurickblieb.
Analyse: 0,1702 g Substanz verbr. 12,9 ccm n/10 H2S04.
Ber. fur C4H'NO4 (133,01): N = 10,53«/,>
Gefunden: N = 10,62°/«.
Sémtliche Abschnitte del* Verarbeitung wurden durch
Stickstoffanalysen verfolgt. (Tab. II, 1 u. 2)

Versuch 3. (Tab. Ill, 4)

80 g Asparaginsadire wurden in 150 ccm absolutem Al-
kohol suspendiert, Salzsduregas bis zur Sattigung eingeleitet
und eine Stunde am Ruckflukihler gekocht. Ester mit der
berechneten Menge Natriumalkoholat in Freiheit gesetzt. Aus-
beute: 26,71 g Ester == 63 °/o d. Theorie. Bei der Destillation
bei 0,8 mm Druck und 150° gingen 18,7 g des Esters in die
Vorlage uber. Der Ester wurde zundchst nur 2 Stunden mit
190 ccm Wasser gekocht, blieb dann 12 Stunden bei Zimmer-
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temperatur stehen und wurde dann noch weitere 28 Stunden
durch Kochen verseift. Beim Einengen im Vakuum bei etwa
50° des Wasserbades hinterblieb ein 6Oliger Rickstand von
‘lg, der in 200ccm Wasser geldst und mit (berschiissigem
Kupferoxyd gekocht nur 1.7 g lufttrockenes asparaginsaures
Kupfer gab. Das Destillat, das beim Einengen gewonnen
wurde, gab nach 2 stdndigem Kochen mit der gleichen Menge
konzentrierter Salzsdure beim Eindampfen auf dem Wasser-
bade 1,59 Asparaginsaurechlorhvdrat, so dall insgesamt die
Ausbeute auf freie S&ure berechnet nur ca. 2 g betrug.

Versuch 4 (Tab. 111, 5).

HO g Asparaginsuure wie bei 11, 1 einmal verestert gaben
nach der Infreiheitsetzung mit Natriumalkoholat
31 g Ester = 72,7 °/o der Theorie,
die ohne Destillation durch 30stiindiges Kochen mit 300 ccm
Wasser verseift wurden. Der beim Einengen verbleibende
Rickstand wog 23j,2 g und gab nach einmaligem Umkrystal-
lisieren aus Wasser
18,8 g Asparaginsiure = 02,67 ft/lo der Theorie.
Analyse: 0,1442 g verbr. 10,7 ccm n/m H2S04
Berechnet fur G4H7NO4 (133,01): N = 10,53°/0.
Gefunden: N = 10,40 ‘.
0,2156 g Substanz in 5,2088 g Losung (+3 Mol. HCI)
drehen + 0,36° (+ 0,02°) im 1 dm Rohr, d = 1,0231.
[a]??) — -f 8,50° (vgl. Versuch 1, 1).

Glutaminsaure.

Versuch 1.

30 g Glutaminsaure wurden mit 300 ccm absolutem
Alkohol und Sattigung mit Salzséuregas verestert, dann wurde
mit weiteren 375 ccm absolutem Alkohol 3 Stunden gekocht.
Nach dem Einengen des Esterchlorhydrats unter vermindertem
Druck bis zur Krystallisation wurde der Ester mit Natronlauge
und Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt.

Analyse des Esters:

0,4525 g Substanz verbr. 22,55 ccm n.ioc H2S04.
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Berechnet liir COH17TNU4 (203,01), Glutaminsaurediathylester:
N = »,98«/0.
Gefunden: N — 6,90 °/o.
Ausbeute an Ester: 23,6 g = 57°/0 der Theorie.
Der Ester wurde mit 240 ccm Wasser 30 Stunden lang
am RuckfluRkihler gekocht. Die alkalische Reaktion war
schon nach 3 Stunden verschwunden; doch genugt diese Zeit
noch nicht zur vollstandigen Verseifung, da man nach 3stiindigem
Kochen immer nur einen sirupisen Esterriickstand, nicht aber
das krystallinische Gemisch der freien S&uren erhdlt. Nach
dem Verseifen wurde im Vakuum bis zum Krvstallbrei ein-
geengt. Der im Exsikkator getrocknete Rickstand wog 17,8 g.
Er wurde aus 50 ccm verdiunntem, ca. 50<>/oigem Alkohol
mit Tierkohle umkrystallisiert. Durch fraktionierte Krystal-
lisation wurden 5 Fraktionen erhalten, die mit der 3fachen
Menge verdinnten Alkohols umkrystallisiert wurden/

l. Fraktion: 0,7 g.

Geschmack: schwach sauer, Nachgeschmack der Gluta-
minsaure.

Reaktion mit Triketohydrindenhydrat: sofort positiv.

F: 195° (unk.) unter Aufsch&dumen.

Drehung des polarisierten Lichtes: ca. + 7°.

Il. Fraktion: 15 g.

Geschmack: wie |.

Reaktion mit Ruhemanns Reagens: positiv.

F: gegen 178° Zersetzung.

0,3497 g Substanz in 5,9521 g wasseriger Losung, d — 1,016,
drenen + 0,17°. [« = + 2,85°.

I1l. Fraktion: 0,8 g.
Geschmack: bittersauer.
Triketohydrindenhydrat: negativ.

F: 153°.
0,1944 g Substanz in 3,7297 g Losung, d — 1,012, drehen
im 1 dm Rohr —0,43°. faj*" = —38.15°.

IV. Fraktion: 0,5 g.
Geschmack: deutlicher Pvrrolidoncarbonsauregeschmack.
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Triketohydrindenhvdrat: negativ.

F: 146°.

0,2280 g Substanz in 5,4228 g L6sung, d = 1,000, drehen
— 0,34*. [a]T — 7,78,

V. Fraktion: 0,4 g.

Geschmack: bitlersauer. !

Triketohydrindenhvdrat: negativ.

F. 174° (unk.).

0. 1418 g Substanz in 5,6790 g Losung, d = 1,0035,
drehen im 1 dm-Rohr —0,29° (t 0,01°). [a]Jo ==—11,61".

Analysen:

1. Fraktion: 0,1599 g Substanz geben 0,2423 g CO02 und
0,0801 g H20.

II. Fraktion: 0,1240 g Substanz geben 0,2027 g CO,
und 0,0067 g H20. 0,2035 g verbrauchen 15,5 ccm nfio H2SU,,.

lIl. Fraktion: 0,1441 g verbrauchen 11,2 ccm n/io H2S04.
IVr. Fraktion: 0,1352 g verbrauchen 10,35 ccm n,'io H2S04,

V. Fraktion: 0,1506 g verbrauchen 11,7 ccm nfio H2S04,
0.1281 g Substanz geben 0,2159 g CO0? und 0,0601 g H20.
Berechnet fur C-HINO4 (147,01): Glutaminséure.

C = 40,82 0/0 H = 0,12 0/0 N = 9,53°/o
Berechnet flir C5117NO3 (129,01): Pyrrolidoncarbonséure.
= e H = 54300 N = 10,86"/»

Gefunden: C H N
l. 41,32 «lo 5,98 0/0 _—
I 44,58 0/o 5,98 0/0 10,07 "0
[l. — - 10,90*/*
V. — - 10,72 »lo
V. 40,01 olo 5,21 0lo 10,88 /.

Zusammenstellung des gefundenen Drehungsvermdgens
der einzelnen Fraktionen:

l. ca.+7~ 11.4-2,85°. 111.-8,15°. IV.—7,78°. V.—11,61°.
lafo' der Glutaminsdure 4- 10,5°,
[alT der Pyrrolidoncarbonsdure — 11,52°.
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Versuch 2 (Tab. lll, 8).

HO g Glutaminsédure werden wie bei Versuch -1 einmal
mit nachfolgendem Kochen verestert.

Der Ester wird mit der berechneten Menge Natrium-
alkoholat in Freiheit gesetzt.

Ausbeute an Ester: HO5 g < 78,6°/0 der Theorie.

Der Ester wurde bei etwa 0,6 mm Druck destilliert.
Dis 150° des Olbades ging zunachst eine klare, wasserhelle
Fraktion Uber. Nach etwa einer Stunde horte die Destillation
auf. Erst bei 170 180" des Olbades begann eine schwach
gelblich gefarbte zahe Flussigkeit Uberzugeben, die in der
Vorlage unter starker Warmeabgabe krystallinisch erstarrte.
Das im Innern des Destillierkolbens befindliche Thermometer
zeigte hierbei konstant 151°.

Das Destillat wog 20,8 g¢: Rilckstand: 5,4 g; Ver-
lust: 4H g.

Die gewonnenen 20,8 g Ester wurden HO Stunden lang
mit 210 ccm Wasser gekocht. Im Vakuum eingeengt hinter-
blieb ein Rickstand, der getrocknet 159 ( wog. '(+ 1,9 ¢
Probeentnahme des Esters — 1,6 g Saure.)

Aus 50 ccm 50°/oigem Alkohol umkrystallisiert; in 5
Fraktionen getrennt.

l. Fraktion: umkrystallisiert 1,1 g.

Geschmack: deutlich nach Glutaminséure.

Reaktion mit Iriketohydrindenhydrat: sofort blauviolette
Farbe.

F: 198° (unk.) unter Aufschdumen.

II. Fraktion: 1,8 g rein.

Geschmack: bitterlich sauer.
Triketohydrindenhydrat: keine Reaktion.
F: gegen 159° Erweichung.

lll. Fraktion: 0,8 g.
Geschmack: nach; Pvrrolidoncarbonsaure.

Triketohydrindenhydrat: negativ.
F: 154°,
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IV. Fraktion: 0,7 g.
Geschmack und Triketohydrindenhydrat: negativ.
F: 141°

V. Fraktion.

Geschmack und Triketohydrindenhydrat: negativ.
F. 178

Analysen:

|. Fraktion: 0,1612 g geben 0,2458 g C02 und 0,0872 g
0,1330 g verbrauchen 8,85 ccm n/io H2SO04.

Il. Fraktion: 0,1389 g geben 0,2350 g C02 und 0,0735 g
0,2875 g verbrauchen 21,7 ccm nfio H2S04.

I1l. Fraktion: 0,1362 g verbrauchen 10,65 ccm n/io H2S04.
IV. Fraktion: 0,1886 g verbrauchen 14,5 ccm n/ioH2S04,

V. Fraktion: 0,1545 g geben 0,2637 g C02 und 0,0773 ¢

Rerechnet fir c5n9not (147,01) .

G = 40,820l H = 6,120/0 N — 9,530/0
Rerechnet fir c5h7nol (129,01)

G = 46,51 % tt == 5,43°% N = 10,86°;0

(befunden: G H N
l 41,59°/0 6,01 °/o 9,55%
Il. 46,14° 0 5,89°/0 10,57%
I, — — 10,95%
V. — — 10,77%
V. 46,55% 5,56% 10,84 °/o

Spezifische Drehung der isolierten Fraktionen:
l. 0,1869 g in 9,6008 g wasseriger Losung, d = 1,004,

drehen im 1 dm-Rohr -}- 0.19°

Il. 0,2690 g in 5,2092 g Losung, d = 1,019/~Mlen

im 1 dm-Rohr — 0,39°.

IV. 0,2597 g in 4,0057 g Losung, d = 1,§)11, drehen

im t dm-Rohr — 0,46°.

V. 0,3635 g in 5,6531 g Lo6sung, d — 1,016, drehen

im 1 dm-Rohr — 0,65° (+ 0,02°).

(¢ 1 +6,24°. 1l -7,41°. IV. — 7,01°. V. —9,95°.



Uber die bei der Isolierung der Aminosauren entstehenden Verluste. 461

Versuch 3.

32 g Glutaminsaurechlorhydrat = 25,65 g Saure geben
nach 3 maliger Veresterung und Infreiheitsetzung mit Natrium-
alkoholat :

31,3 g Ester = 88,4°/0 d. Theorie.

Bei der Destillation unter 0,8 mm Druck werden 2
Fraktionen aufgefangen.

|. Fraktion bis etwa 130° des Olbades : 4,9 g. Wasser-
klar, leichtflissig. Reaktion mit Lackmus alkalisch. Mit Tri-
ketohydrindenhydrat . blauviolette Farbung. Es handelt sich

also um den Glutaminsaureester.
Il. Fraktion bis 180° des Olbades: 9,3 g.

Glaisenkolbenthermometer : loi0.

Erstarrt in der Vorlage krystallinisch. Reaktion mit
Lackmus sauer; mit Triketohvdrindenhydrat keine Blau-
farbung.

Aus absolutem Alkohol umkrystallisiert scheiden sich
lange, zugespitzte Nadeln ab.

F . gegen 46° (unk.) Erweichung, gegen 52° Schmelzen.

0,5712 g in 5,8821 g Losung, d = 1,017, drehen im
1 dm-Rohr — 0,25° (+ 0,01°) . (@ ™ = — 2,53°.

Analysen : 0,1602 g gaben 0,3137 g CO,, und 0,1001 g
HA 0,1712 g gaben 13,1 ccm (764 mm, 23°).

Berechnet fir CTHNNO3 (157,01) = Pyrrolidoncarbon-
saureathylester.

C = 535»> H = 7,07 */lo, N =. 3,03 »».
Gefunden: C = 53,4"lo, H = 6,94 »/o, N = 8,69 »/o.

Der bei der Destillation verbleibende Rickstand erstarrl
krystallinisch : 9,1 g. Reaktion mit Lackmus; sauer; mit
Triketohydrindenhydrat negativ.

Will man aus dem Glutaminsdureester direkt reine
Glutaminsaure unter Umgehung der Pyrrolidoncarbonsaure
gewinnen, dann bewirkt man die Verseifung am besten mit
Salzsiure. Beim Eindampfen erhdlt man dann direkt reines
Glutaminsaurechlorhydrat. Von den durchgefiihrten Versuchen
sei einer (Versuch 4) als Beispiel angefihrt.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIV. HI
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Versuch 4. (Tab. IlI, 4.

32 g Glutaminsaurechlorhydrat geben nach 3 maliger
Veresterung und Infreiheitsetzung mit Natriumalkoholat 31,7 g
Ester = 89,5 °/o der Theorie.

Bei 0,3 mm bis 180° destilliert.

Destillat : 24,6 g. Ruckstand: 3,2 g. Verlust 3,9 g.

Destillat mit 250 ccm Wasser 30 Stunden gekocht, bis
auf etwa 100 ccm eingeengt und Salzsauregas bis zur Sattigung
eingeleitet. Im Eisschrank scheiden sich grobe Krystalle ab.
Mutterlauge davon eingedampft.

I. Krystallfraktion: 19,4 g. Rickstand 1,2 g.

Ber. auf 32 g Chlorhydrat 60,6 °/o. Ruckstand 3,8 °/o.

Analysen der mit Alkohol und Ather gewaschenen
l. Fraktion.

0,2833 g verbr. 15,35 ccm n/io AgNO3.
0,1962 g * 106 » nlio H2S04,

Berechnet fir C5HINO4HC1 (183,46)

Cl = 19,33 ol N = 7,63 0/0

Gefunden

Cl = 19,21 °lo N = 7,57 olo.

Das urspriingliche Drehungsvermdgen des Ausgangs-
materials war nicht verandert.

0,5412 g Substanz in 5,3787 g wasseriger Losung, d =
1,034, drehten im 1 dm-Rohr 2,40° (x 0,02°).

[a]M + 23,06°. Ber. fur Glutaminsaure: + 28,78°.

Der bei der Destillation zurtickgebliebene Ruckstand wird
durch 2stindiges Kochen mit der 10fachen Menge 5 X n.
Salzsdure in Glutaminsiurechlorhydrat Ubergefuhrt. Beim Ein-
leiten von Salzsauregas bis zur Sattigung fallen im Eisschrank
2,4 g Glutaminsaurechlorhydrat aus. Mutterlauge eingeengt :
<> g-

Das aus dem Destillationsrickstand gewonnene Chlorhydrat
zeigt gegenuber dem Ausgangsmaterial eine geringe Race-
misierung :

0,2861 g in 6,5129 g wasseriger Losung, d = 1,015,
drehen im 1 dm-Rohr + 0,96°.

[a] ¥ = 4- 21,53°; berechnet fur Glutaminsaure : + 23,40°.
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Bestimmung der Ausbeute an Asparaginsdure und Glutaminsaure
nach Anwendung der Estermethode.

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick Uber
einige der ausgefuhrten Versuche. Die Einzelheiten der Ver-
suchsanordnung ergeben sich ohne weiteres aus der Ubersicht
wir glauben deshalb, auf wfeitere Beschreibungen verzichten
zu koénnen.

1. Versuche mit Asparaginsaure.
Tabelle I. Asparaginsaure.

Ester mit Natronlauge
Versuch | Versuch 1| und Kaliumcarbonat in
Freiheit gesetzt

Versuch Il 1 Versuch IV

~ Stickstoffgehal t
ing ine! NG LN 5,0 jn o INn& in %

Ausgangsmaterial .. 2,106 100 2,106 100 2,106 100 4,212 100
Atherische Ldsung

der Ester............. 1,750 83,10 1,721 81,71 1,710 81,29 3,421 8141
Probeentnahme.... 0,125 593 0,102 484 0,112 531 0121 287

Destillat (bis 160°
bei 0,2mm Druck) 1,325 6291 1294 61,44 1300 61,72 2*728 g477

Probeentnahme .... 0,022 104 0152 721 0,113 531 0125 2,96
Destillationsriick-

stand .......ccoeeeeeen, 0,144 6,83 0,125 5,93 0,172 8,17 0,310 7,36
Verlust bei der De-

stillation ............... 0,156 7,13 0,200 9,50 0,126 6,09 0262 641
Reine Asparagin- *®

SAUNE ..o, 1,16 5508 106 5033 1,00 47,49 2,25 5341

Bei Versuch 1—4 sind die Ester mit Natronlauge und
Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt worden. Die Ausbeute
an reiner Asparaginsdure bezogen aul das Ausgangsmaterial
betrug 47,490/0, 50,330/0, 53,410/0 und 55,080/0. Die in
der Tabelle wiedergegebenen Werte zeigen, dall bei gleich-
artiger Durchfihrung der einzelnen Operationen durch die
gleiche Person Werte erhalten werden, die sehr gut unter-

31~
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einander Ubereinstimmen. Die Ausbeute an reiner Asparagin-
sdure war im hochsten Falle 55°/0. Es verblieb eine Mutter-
lauge, die ohne Zweifel noch etwas Asparaginsdure enthielt;
ferner ist es moglich, durch Verarbeitung des Destillations-
rickstandes die Ausbeute noch etwas zu steigern. Uber 60°,0
dirfte man im allgemeinen wohl kaum hinaus kommen. Zu
berticksichtigen waren auch noch die Verluste, die durch die
Probeentnahme zu den Stickstotfbestimmungen eingetreten sind.
Bei der Infreiheitsetzung der Ester erhielten wir rund 80°,.>
des gesamten Stickstoffs in den Ather; die Destillation ergab
rund 60°/o des Stickstoffs des Ausgangsmaterials. Im Destil-
lationsriickstand verblieben rund 7°/0 des Gesamtstickstoffs.

Die bei der Destillation eingetretenen Verluste machen
etwa 8°/o aus. Es handelt sich hier um stickstoffhaltige Ver-
bindungen, die bei der Destillation in der Vorlage nicht kon-
densiert werden. Sie finden sich in der mit flussiger Luft
gekuhlten Vorlage. lhre Natur ist nicht n&her untersucht
worden.

Tabelle Il. Asparaginsaure.

Stickstoffgehalt

Versuch. 1 Versuch 2 Versuch 3

g °> g °lo g
1. Ausgangsmaterial.................. 2,100 100 2.100 100 2,100 100
2. LOsung der Ester........... 1,416 07.21 1,510 71,05 1,010 78.11
a) Probeentnahme _.._. .. 0.002 2,01 0,050 2,81 0.011 0,67
bi Destillat........cocovvvvivenn. 1,160 1.112 52,78 0,057 45,41
c) Destillierrucksland.............. 0.061 3,03 0.152 7,21 0,507 20.00

cl) Verlust bei d. Destillat.. 0,121 5,01 0,103 0,12 0,118 5,13

e) Probe vom Destillat ... 0,023 1,11 0,027 1,28 0,010 (US

fi 1. Verseiltes Destillat, rein 0,803 40.50 0.832 30_51 0,700 30.50

g 2. . ,, Mutterlange 0,271 12,80 0,217 11,72 0.173 8,10
‘l, Huckstand bei der Infrei-

heitsetzung.......ccccovvevnivivinnnnns 0,070 32,22 0,578 27,15 0,137 20,75
4. Sa. der Proben, zu Tab. Il

zu addieren ... 0.085 1,05 0,080 1,00 0,024 1,15
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Bei Versuch 1 und 2 (Tab. Il) sind die Ester mit Natronlauge
und Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt; bei Versuch 3 wurde
Natriumalkoholat angewandt. Die Ausbeuten an Ester, an
Destillat und schlieBlich an freier Asparaginsiure stehen hinter
den bei der ersten Versuchsreihe (Tab. 1) erhaltenen Werten
zurick. Die Ausbeuten an reiner Asparaginsaure betrugen
rund 40°/0, berechnet auf den StickstofTgehalt des Ausgangs-
materials. Ein erheblicher Anteil von Stickstoff verblieb in
der Mutterlauge. Diese Unterschiede zeigen, dal} bei der An-
wendung der Estermethode die Ubung eine ziemlich bedeutende
Holle spielt.

In die Tabelle Il sind die in Tabelle 1l mitgeteilten Ver-
suche und ferner noch einige andere aufgenommen. Bei
einem Teil der Versuche sind die Ester mit Natronlauge und
Kaliumcarbonat, bei einem zweiten Teil mit Natriumalkoholat
und endlich bei der dritten Versuchsreihe mit Ammoniak in
Freiheit gesetzt worden. Die Ausbeute an Estern war bei
jeder Art der Esterinfreiheitsetzung ziemlich die gleiche. Es
dirfte kaum eine Methode einen Vorzug verdienen. Wurde
die Temperatur beim Destillieren sofort auf 150° gesteigert,
dann war die Ausbeute an Destillat stark vermindert. Man
ersieht ferner aus den in der Tabelle enthaltenen Angaben,
dall die Wiederholung der Veresterung die Ausbeute an Ester
erheblich steigert. Bei den in Tabelle 1 und Il mitgeteilten
Versuchen ist die Veresterung in allen Fallen 3 mal durch-
gefiihrt worden.

Il. Versuche mit Glutaminsaure.
(S. die Tabelle I auf Seite 467.)

Bei allen 4 Versuchen wurde die angewandte reine
Glutaminsdaure dreimal verestert. Die Ester setzten wir mit
Natronlauge und Kaliumcarbonat in Freiheit. Die Gesamt-
ausbeute an reiner Glutaminsaure betrug nach Verseifung des
Esters mit Salzsaure rund 70°/o. Sie ist somit betrachtlich
hoher als bei der Asparaginsaure. Berlcksichtigt man jedoch
nur die Glutaminsiure, die man aus dem Destillat erhalt,
dann kommt man auch nur bis auf etwa 60°/o. Ca. 10°'0
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Tabelle I. Glutaminsaure.

Ester mit Natronlauge
Versuch | Versuch |I Und Kaliumcarbonat in
Freiheit gesetzt

Versuch 11| Versuch IV
ing jino|>MY in ing in ing ino

Ausgangsmaterial .. 2375 100 2375 100 2,375 100 2,375 100
Atherische Losung

der Ester.......... 1,910 80,12 1,935 81.47 1875 78,95 1,812 76,29
Probeentnahme___ 0,025 1.06 0,019 0,80 0,021 0,K8. 0,018 0,76
Destillat (bei 180° '

bei 0,2 mm Druck) 1,425 60,00 1,215 51.16 1,325 5579 1512 63,66
Probeentnahme.... 0,018 0,76 0,025 1,06 0,020 0,84 0,024 0.
Destillationsriick-

stand ... 0,225 9,48 0,510 21,46 0,386 16,25 0,202 8.50

Verlust bei der De-

stillation .............. 0235 988 0191 805 0.143 6,03 0,080 3,37
Reine ausDestillat 1,375 57,89 1,195 5031 1,286 54,15 1,500 63,16
Grrlll:;[]a aus Riick- | !
saure stand ... 0,202 8,54 0,488 20555 0,372 15,66 0,195 821

Summe.... 66,43 70,86 | 69,81 71,37.

dem Destillationsriickstand gewinnen.  Die

....................... - * uiivH ou cuiiicilllUII, wie

dies bei Versuch 1 4 der Fall war. Bei den zuerst aus-
gefuhrten Versuchen erhielten wir einen viel erheblicheren
Destillationsrickstand und dann auch eine viel schlechtere
Ausbeute an Glutaminsaure aus dem Destillat. Die Ausbeute
an Destillat lie3 sich durch mdoglichst rasche Steigerung der
Temperatur des Olbades auf 180° wesentlich erhéhen. Es
geht dann der gebildete Pyrrolidoncarbonsaureester mit hintber ;
meist beobachtet man hierbei Krystallisation. Was die einzelnen
Werte anbetrifft, so ist die Ausbeute an Estern bei der In-
freiheitsetzung gleich derjenigen bei der Asparaginsaure. Das
Destillat gab bei der Glutaminsaure ebenfalls etwa 00°'0 des
Stickstoffs des Ausgangsmaterials. Der Verlust bei der Destil-
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lation war gleichfalls éhnlich. Doch zeigen sich bei der Gluta-
minsaure groRere Schwankungen. Auch bei diesen Versuchen
zeigt sich deutlich der EinfluR groRerer Ubung.

Tabelle Il. Glutaminséaure.
Stickstoflgehalt

Versuch 1 Versuch 2
g °lo g ! °lo.

1. Ausgangsmaterial...........cc.cooeovrenriinnennnn. 1,753 100 1,753 100
2. Atherlosung der ESter.........ccccoeueueeee. 1,078 61,49 1.370 78.11
a) Probeentnahme...........ccccccvveni. ; 0,011 094 0,012 0.68
) Destillat.........ccccoovviniiiiiiicicce, 0,852 4858 0,788 44,95
¢) Destillationsruckstand................ ......... _ — 0,343 19,56
d) Verlust bei der Destillation................ 0215 11,97 0,227 12,92
e) Trohe des Destillats___."........... 0,027 153 0010 0,60
f) » RuUckstandes............c........ _ — 0011 0,65
p) 1. Verseiftes Destillat, Krystalle......... 0,778 4435 0,771 «,0
2. " " Mutterlauge ... 0,013 0,77 0.013 0,72
hi 1. . Rickstand, Krystalle .... — — 0,304 17,36
2. Y Mutterlauge.. — — 0,011 0,62
3. Rickstand bei der Infreiheitsetzung der
ESter. .o 0.696 39,67 07367 211

4. Summe der Proben; zu Tab.lll zu addieren 0,038 2,74 0,031 1,93

Tabelle 11 berichtet Uber 2 Versuche. Bei dem ersten
wurde der Ester mit Natronlauge und Kaliumcarbonat, bei
dem zweiten mit Natriumalkoholat in Freiheit gesetzt. Die
Ausbeute an Glutaminsaure betrug im besten Falle 61°/0. Die
Ursache der geringeren Ausbeute bei diesen Versuchen dirfte
auf die rasche Durchflihrung der Destillation zurlickzufiihren sein.

Tabelle 111 enthélt die Versuche der Tabelle 1l mit
einigen anderen zusammengestellt. Es sind Versuche ange-
fahrt, bei denen die Ester mit Natronlauge und Kaliumcarbonat
in Freiheit gesetzt wurden, solche mit Natriumalkoholat und
solche, bei denen Ammoniak verwendet wurde. Auch hier
kommt der EinfluR der wiederholten Veresterung zur Geltung.
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Uberblicken wir die erhaltenen Resultate, dann ergibt

sich, dall selbst bei Anwendung der reinen Aminosauren
die Estermethode bei einmaliger Anwendung zu bedeutenden
Verlusten fuhrt. Sie betrugen bei der Asparaginsaure ca. 40°/o
und bei der Glutaminsdure ca. 30°/0. Die letztere Amino-
saure ist nur in den seltensten Fallen ausschliel3lich mit Hilfe
der Estermethode aus dem Hydrolysat von EiweilRkorpern ge-
wonnen worden. Fast in allen Fallen wurde sie direkt als
salzsaures Salz abgeschieden. Die in der Literatur ange-
gebenen Werte durften somit der Wirklichkeit sehr nahe
kommen. Die Asparaginsidure dagegen ist stets mit Hilfe der
Estermethode isoliert worden, weil zurzeit keine Methode be-
kannt ist, die gestattet, die Asparaginsdure quantitativ aus
dem bei der Hydrolyse von EiweilRkorpern entstehenden Amino-
saurengemisch abzutrennen. Die Asparaginsaure findet sich
in den EiweiRkorpern, soweit unsere Kenntnisse reichen, stets
in relativ geringen Mengen. Es ist kein Protein bekannt, das
grole Mengen von dieser Aminosaure aufweist. Die fir die
einzelnen EiweilRkorper angegebenen Werte dirften auf Grund
unserer Untersuchungen und der Erfahrungen von Osborne
ohne weiteres mindestens verdoppelt werden. Bei unseren
Versuchen arbeiteten wir unter den denkbar besten Bedin-
gungen. Wir gingen von den reinen Aminosauren aus und
verarbeiteten sie einzeln. Wir werden unsere Versuche fort-
setzen und zunichst eine Aminosdure nach der andern in
gleicher Weise mit Hilfe der Estermethode isolieren. Schliel3-
lich werden wir, wie es bereits Osborne getan hat, die ein-
zelnen Aminosauren mischen und wiederum mit Hilfe der
Estermethode die einzelnen Verbindungen zurickgewinnen.
Endlich wird es notwendig sein, bestimmte Mengen der Amino-
sauren zu Proteinen mdoglichst bekannter Zusammensetzung
hinzuzufiigen und dann die Ausbeuten, die man mit Hilfe der
Estermethode erhélt, zu vergleichen. Auf diesem Wege wird
es moglich sein, anndhernd die wirklichen Ausbeuten an ein-
zelnen Aminoséuren von Fall zu Fall berechnen und die Frage
zu entscheiden, ein wie grofRer Teil des Eiweillmolekils noch
unbekannt ist. Vor allen Dingen wird es von Interesse sein,
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durch Verarbeitung kinstlicher Gemische aller bekannten Amino-
sauren festzustellen, ob durch Zersetzung Produkte entstehen,
die denen entsprechen, die man bei der Aufarbeitung der Amino-
sdurengemische von EiweilRhydrolysen beobachtet. Speziell beim
Casein erhalt man grofRere Mengen eines  nach Kleischextrakt
riechenden Sirups, Uber dessen Natur sich zurzeit nichts aus-
sagen l&Bt. Ebenso sind bei den Ubrigen Eiweilistoffen Pro-
dukte beobachtet worden, die nicht krystallisieren .und Gber
deren Zusammensetzung wir bis jetzt noch gar nicht orien-
tiert sind.



