Oie Hydrolyse des KartofTeleiweiBee.

Von
Dr. B. Sjollema und Dr. I. J. Rinkes.

Der Redaktion zugegangen am M. Dezember |»[[).

Der Hauptzweck dieser Arbeit war, die Zusammensetzung
des HaupteiweilRes der Kartoffeln kennen zu lernen.

Weil die Kenntnis der Eiweil3kdrper unserer wichtigsten
Nahrungsmittel von groflem Interesse ist und auch weil einer
von uns sich mit dem Eiweil3 der Kartoffeln in technischer Hin-
sicht viel beschéftigte, haben wir diesen Eiweil3korper flr unsere
Arbeit gewahlt, obschon ihrer Reindarstellung grof3e Schwierig-
keiten im Wege stehen.

Die Kartoffeln wurden, nachdem sie sorgléltig gereinigt
waren, zu einem feinen Brei zerkleinert (mit Raspel und Fleisch-
mihle) und alsdann stark gepref3t, der Prel3riickstand mit
10°/oiger Kochsalzlésung maceriert und nach einigen Stunden
aufs Neue gepreft.

Die beim Pressen erhaltenen Flissigkeiten wurden nach
Zusatz von loluol — um Zersetzung durch (i&rung zu ver-
meiden in hohen Zylindern der Ruhe Uberlassen, damit die
Starke sich absetzte.

Zur Abscheidung des Eiweilles aus den abgeheberten
Losungen diente Kochsalz, das zur Sattigung zugesetzt wurde.

Der dabei entstandene Niederschlag wurde nach einigen
Stunden abgesaugt und dann in 10°/oiger Kochsalzlosung ge-
I6st und filtriert. Die filtrierte Lésung wurde solange gegen
Wasser dialysiert, bis nur sehr geringe Spuren von Chlor mehr
zuriickgeblieben waren. (Es wurde dabei das hiesige sehr reine
Leitungswasser benutzt. )
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Soweit das EiweilR sich beim Dialysieren nicht schon ab-
Meseizt halte, wurde es mit Alkohol vollstandig niedergeschlagen.

Das in dieser Weise erhaltene Eiweill war niemals voll-
standig rein. Der Stickstoffgehalt betrug ungefahr 14,9°/o.

Durch wiederholtes Niederschlagen mit Kochsalz, Auflésen
in verdunnter Kochsalzlosung und Dialysieren bekamen wir ein
Praparat mit 15,9°/0 Stickstoff. Von diesem reineren Eiweil3
erhielten wir 40 g. Osborne und Campbell, die in @hnlicher
Weise das Eiweill der Kartoffeln abschieden und reinigten.l)
erhielten ein Praparat mit 16,24 °/o Stickstoff.

Weil die Darstellung des reinen EiweiRRes sehr zeitraubend
ist und speziell bei der weiteren Reinigung — durch Unl6s-
lichwerden des Eiweiles — viel verloren geht, haben wir uns
entschlossen, unsere Pntersuehungen zum Teile mit dem weniger
reinen Eiweill — mit 14,7—14,9 ¢/ Stickstoff und also mit
etwa 8°/» stickstofffreien Verunreinigungen (vielleicht gummi-
artige Kohlenhydrate) — auszufthren. Fur einen Teil unserer
Untersuchungen, z. B. fir die Bestimmungen nach der Methode
von van Slyke bedienten wir uns ausschlieBlich unseres reinsten
Eiweiles.

Pnsere Arbeit gliedert sich in folgende Teile:

|. Die Bestimmung der verschiedenen Diaminosduren nach
van Slyke.

IIl. Versuche Uber die Hydrolyse des Eiweil’es mittels
Fluorwasserstoffsaure.

I1l. Bestimmung der verschiedenen Diaminosduren nach
Kussel und Patten.

IV. Bestimmung der Monoaminosauren nach der von
Emil Fischer eingefiihrten Estermethode.

V. Bestimmung des Tyrosins.

I. Bestimmung der verschiedenen Diaminosauren nach van Slyke.

Die im vorigen Jahre von van Slyke?2) angegebene Methode

beruht aul der Zersetzung der Aminosauren nach der Gleichung:
RNHt + HNO2 = ROH + H20 + N*

[» Journ. of lhe Amor. Cliein. $or . Bel. 18. S. 575.
* Rer.. Rd. 43 (1910), S. 3170.
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Er hat fur die Ausfihrung einen speziellen Apparat kon-

"truiert, der auch von uns mit gutem Erfolge angewendet wurde.
Zur Bestimmung der vier Diaminosauren muf3 der Schwefel-

gehalt bekannt sein, sodal3 der Cystingehalt sich berechnen laRt.
Der Aiginingehalt wird dadurch in der mit Phosphorwolfram-
sdure niedergeschlagenen Mischung von den Diaminosduren be-
nimmt, dal das Arginin beim Kochen mit Natronlauge die
Halfte des Stickstoffs als Ammoniak abgibt. Auch aus dem
Cystin wird hierbei ein Teil des Stickstoffs unter Ammoniak-
bildung (17°/0) in Freiheit gesetzt.

Den Histidingehalt findet man dadurch, dal} von dem Nicht-
aminostickstoff die berechnete Menge Nichtamino-Argininstick-
«doff subtrahiert wird, wobei zu bertcksichtigen ist, da vom
Histidin | a und vom Arginin >4 des Stickstoffs mit HNO, freien
Stickstoff liefert. Den Lysingehalt findet man schliellich da-
durch, dal® von dein im ganzen gefundenen Aminostickstoff der
Diaminosauren der fir die drei obengenannten Koérper berechnete
Aminostickstoff substrahiert und dieser restierende Aminos!ick-
<toff auf Lysin umgerechnet wird.

hs wurden etwa 4 g von unserem reinsten Eiweil3préparat (nicht
vollstandig trocken; wahrend 20 Stunden mit HCI von 20°/« im Olbade
-“kocht. Nach Verdunsten des groften Teils der Salzsdure wurde in
Wasser aufgenommen und auf 200 ccm gebracht. Durch Destillation mil
MgO wurde in einem Teile dieser Losung das Ammoniak bestimmt. Es
zeigte sich dabei, daR 9,24°/« des Stickstoffs Ammoniakslickstoff war.
Das von den 200 ccm (brig gebliebene Hydrolysat wurde zur Entfernung
*los Ammoniaks so lange auf dem Wasserbade mit HaCOs erwarmt, daf
‘ich kein NH, mehr entwickelte; alsdann mit H,SO< das BaC03 und mit
*g»S04 die noch anwesende Salzsdure entfernt, mit Wasser gewaschen
und durch Hinengen auf 100 ccm gebracht. Diese Losung enthielt 38t,9 mg
lotalstickstoff (bestimmt nach Kjeldalik Zur Bestimmung dienten zwei-
mal 10 ccm. Verbraucht im Mittel 27.49 ccm ‘/io-n-HtS04,

Der Niederschlag von BaS04 und AgCl wog 47,0 g und enthielt
*D,3mg Melaninslickstoff. Zur Analyse: 5,1211 g. Verbraucht 3,90ccm
' i0-n-H2S04.

Es wurden zwei Bestimmungen von Aminostickstoff mit dem Apparat
von van Slyke gemacht; jedesmal in 5 ccm der Lésnng.

Gefunden wurde 28,29, resp. 28,31 ccm N bei 17° C. und 755 mm
,m "" Itel Ubereinstimmend mit 326,2 mg Aminostickstoff. Zur Bestimmung
'es in Form von Diaminosduren anwesenden Aminostickstoffs wurde der
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noch 0brige Rest dor Losung (70 com) versetzt mit 00 ccm einer Ldsung,
welche aul 100 ccm 20 g Phosphorwolframsaure und » g Schwefelsdure
enthielt. Nach zwei Tagen wurde scharf abgesaugl und mit 10 ccm einer
2,5%igen Phosphorwolframsaurelésung, die 5°> Schwefelsaure enthielt,
gewaschen. Per Niederschlag wurde, nachdem er in Wasser suspendiert
war. mit einer kalten Barytlésung zersetzt, das Filtrat mit Kohlensdure
von Ba befreit und bei vermindertem Druck zu 50 ccm cingedampfl.
Diese. Losung enthielt, berechnet auf die urspringliche Hydrolyseflissig-
keit, 70 mg Totalstickstolf, und nach van Slyke bestimmt 10,2 mg Amino-
Stickstoff. Zur Analyse: 10 ccm. Verbraucht 7,80 ccm Vio-n-HASO™ 10 ccm.
zur Aminoslickstolfbestimmung benutzt, lieferten 0,72 ccm Stickstoff s.
f. LIfiO

Sie enthielt also 38.8 mg Niehlaminostickstoff. Weiter wurde ein
Teil der Losung mit NaOH in der von van Slyke angegebenen Weisel,
behandelt, wobei 50% des Argininslickstoffs und 17°/« des C.ystinstickstofTs
als Ammoniak frei wird. Aus dem Ergebnis dieser Bestimmung lieR3 sich
als Summe des Totalargininstickstoffs und 34% des Cystinstickstolf3«
11.2 mg berechnen. Verbraucht 6,10 ccm */io-n-H2S04.

Schliellich wurde ein Teil der mit NaOH behandelten Flissigkeit
in einem Silbertiegel eingedampft und mit 3 g KNU., zusammengeschmolx.cn
und nach Entfernung der Kieselsdure und Salpetersaure (mit HCI) dei
Schwefel als BaS()4 bestimmt. Daraus lieR sieh der CystinstickstolV ;mf
12.8 mg berechnen. Befunden 90,0 mg BaS04.

Von der Bestimmung der Monoaminodicarbonsauren wurde
abgesehen, weil van Slyke2) die Titration dieser Saure nicht
fur alle Proteine empfehlen kann. Die Resultate sind in der
umstehenden Tabelle zusammengefallt:

Die Zahlen beziehen sich auf die nach Hydrolyse an-
wesenden StickstofTverbindungen.

Il. Hydrolyse mit Fluorwasserstoffsaure.

Nach Hugounenq und Morel3) wirde die Hydrolyse
mit Fluorwasserstolfsdure der mit Salzsdure oder Schwefelsaure
vorzuziehen sein. Es sollten weniger Zersetzungsprodukte ent-
stehen. Ein Vorteil wirde auch die einfache Methode sein,
die Saure aus der Losung zu entfernen. Als ein grof3er Nach-
teil war jedenfalls zu betrachten, dall keine glasernen Gefall

*) Her., Bd. 43, S. 3177 (11910J)
*) Ber., Bd. 44, S. 1687 (1911).
*) Comptes rendus. Bd. 148. S. 236.
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benutzt werden konnen und daB. wie angegeben, wird, die
Konzentration der Saure zur vollstdndigen Hydrolyse nicht fur

alle Proteine dieselbe sein kann, und es bei zu grol3er Kon-
zentration der Saure Polypeptide gibt, die sich nicht spalten.

' Wegen
Loslichkeit
l mg VoM der Phos-
' Total- phorwol-
Stick- framate
f korrigierte

| sto %
Ammoniak-N 9,24
elminn “
Total-N (minus NHS-N und Melanin-N)................ 3849 __
Total-N................ . )
Tolalamino-\ . . -
Stickstoff im  f Nicht-Amino-N f Arginin-N . 36,8 767 H.34
Phosphorwolfrarn- 38.8 mg | Histidin-N . 16,5 360 4,23
siiuro-Niedorschlag Amino-N  f Lysin-N. . 129 269 2,80
79 mg 40,2 mg I Gystin-N . 128 267 3.42
Stickstoff im Nicht-Amino-N  (Prolin-N,
Phosphorwolfram- Oxyprolin-N, ‘'« Trypto-
saure-Filtral phan-N).........ccc.. ... ... 199 415 -
3059 mg N T N \ 2862

Wir haben 4 g von unserem reinsten Kartoffeleiweill (mit15,9°/« Nj
wahrend 24 Stunden mit 100 ccm HFL von 2t°/o im kochenden Wasser-
bado erhitzt; alsdann die HF1 aus dem Wasserbade entfernt (in einer
Bleischale), den Rickstand in Wasser aufgenommen, mit BaC03 den Am-
moniak verflichtigt und das Ba mit Schwefelsdaure entfernt. Es wurde
dann filtriert, mit Wasser gewaschen und durch Eindampfen auf 100 ccm
gebracht. Zur Analyse: zweimal 10 ccm. |. Verbraucht 33,45 ccm ‘/to-n-

II. 33,21 ccm ‘/0-n-HjSOj, im Mittel 468,0 mg.

Der Melaninniederschlag (von BaFl, und BaS04) wog 24 g und ent-
hielt 55 mg Melanin-N; also ein wenig mehr als bei der Hydrolyse mit
Salzséure. Zur Analyse: 2,0000 g. Verbraucht 4,77 ccm ' .»-n-H4SO4
Zweimal wurden 4 ccm zur Aminostickstoffbestimmung benutzt, Gefunden
im Mittel 23,1 ccm Stickstoff s. G. 1,103, was mit 344.5 mg Aminostiekstoff
ubereinstinoml.

Fur die Ammoniakslickstoffbestimmung wurde eine neue Portion
de- Eiweil3es in derselben Weise mit Fluorwasserstoffsdure hydrolysiert.
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(»efunden wurde dahei, daB 9,4°0 des Totalstickstoffs als Aimnoniak-N
anwesend war: also ungeféahr gleichviel wie bei der Hydrolyse mit Salz-
sdure. Der Toialstickstof T im Hydrolysat betrug 418,4 mg. 20 rem. mil
.Magnesiumoxyd destilliert, verbrauchten 2,89 ccm * t®-n-HiS04.

Die Frage, ob der Zerfall der Polypeptide in Aminosauren
ein vollstandiger war, haben wir dadurch zu lésen versucht,
dali wir das Verhaltnis zwischen Amino-N und Total-N (minus
Ammoniak- und Melanin-N) in den nach beiden Methoden er-
haltenen llydrolyseltssigkeiten verglichen.

Wie die mitgeteilten Zahlen zeigen, war dieses Verhaltnis

326,2 .
bei der Hydrolyse mit HCI : 384.9 oder als 84,7 : 100: und bei

. 3445 . .
der mit HF1 468 oder als 73,5 : 100. Wenn inan annimmt.

dalR mit Salzsdure eine vollstandige Hydrolyse stattfand. muH
nach der Behandlung mit HF1 noch etwa V'a Teil des Aminu-
stickstoffs in Polypeptidbindung vorhanden gewesen sein.

I1l. Bestimmung der verschiedenen Diaminosauren nach Kossel
und Patten.

Wir haben genau die Methode befolgt, wie sie von
Steudell) beschrieben wurde, und konnen uns also auf die
Mitteilung der Resultate beschranken.

31,89 g Kartoffeleiweil3 wurde mit 105 g Schwefelsdure und 210 ccm
Wasser hydrolysiert. Die dabei gewonnene Flissigkeit enthielt 5071,6 mg N.
Der RaS04-Niederschlag wog 325 g und enthielt 412,0 mg Melaninstick-
stoff. Zur Analyse: 10,6670 g. Verbrauch! 9,63 ccm '/to-n-H.iSO4.

Die vom RaS04-Niederschlag abiiltrierte und auf 1 | gebrachte
Losung enthielt 4546,2 mg Stickstoff. ~ Zur Analyse: 10 ccm. Verbrauch!
32,38 ccm  7i0-n-H2S04.

Die fur die Histidinbestimmung fertiggemachle Ldsung, die also

frei von andern Diaminosauren war, wurde auf 250 ccm gebracht. Zur
Analyse: 25 ccm. Verbraucht 14.03 ccm

) Abderhalden. Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden,
Itd. 2, S. 498.

*) Die Summe von diesem 4548,2 mg und dem 412 mg Melaninstick-
stoff ( 4958,8 mg) kann naturlich nicht gleich das urspringliche gefundene
Quantum N sein, weil ein Teil und zwar ‘/so der Flussigkeit vor der Be-
handlung mit Ba fir Kjeldahl-Bestimmungen benutzt wurde.
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Daraus [&ftl sich ein Gehalt des Proteins an HistidinslickstofT be-
rechnen von 4.00° und an Histidin von 2.36° .

Mit sorgfaltig gereinigter Pikrolonsdure bekamen wir 1.72« g
Histidinpikrolonat, die berechnete Menge war 1,7(58 g.

Aus der nach Abscheidung des Histidinsilbers erhaltenen Ldsung
wurde das Arginin niedergeschlagen, Schwefelsdure und Baryt entfern!
und alsdann nach dem von Steudel angegebenen Verfahren das Arginin-
pikrolonat dargestelll. Gefunden wurde 2,865 g; wahrend sich aus dem
Stickstoffgehalte der Flussigkeil 2,917 g berechnen lieft. Die Arginin ent-
haltende Flussigkeit wurde auf 300 ccm gebracht. Zur Kjeldahl-Bestim-
mung: 25 ccm. Verbraucht 24.90 ccn» V.o-n-11.S0, 8,53% .Arginin-
stickstoff und 4,2°/0 Arginin.

Die in der mit Atzharyl gesattigten, von den Silberverbindungen
des Histidins und Arginins getrennte Lysinldsung wurde in bekannter
Weise mit Phosphorwolframsdure und Pikrinsdure behandelt. Das Gewicht
der ersten Krvstallisation betrug 1,816 g.

Aus den Mutterlaugen wurde, nach Entfernung der Pikrinséure und
Féllung mit Phosphorwolframséaurc. noch 0,7(58 g Lysinpikrat erhalten.
Im ganzen bekamen wir also 2.(511 g Lysinpikral oder 3,96#0 Lysin-
slickstoff: wir fanden also 3,3% Lysin in dem von uns Untersuchten
Protein. Als letzte der Diaminosauren haben wir Cystin bestimmt und
zwar mittels einer Schwefelbestimmnng nach Carius, wozu das reine
Praparat mit 15,9% Stickstoff benutzt wurde. F.s wurde 1,71 8Schwefel
gefunden. 179.4 mg Kartoffeleiweift lieferten 15.4 mg BaSO«. wéhrend
Osborne und Campbelll) 1.22«/« fanden.

Wenn man den gesamten Schwefel als Cystinschwefel annimml,
so betragt der Cystingehalt 4,4 ».

Unser Befund, dal im Kartoffeleiweilt Histidin, Arginin
und Lysin alle drei Vorkommen, war a priori zu erwarten,
denn E. Schulze hatte diese llexonbasen schon vor einigen
lahren aus dem Salt der Kartoffelknollen isoliert.2!

Schulze fand im Saft mehr Arginin als Histidin und
Lysin, unsere Ergebnisse mit dem Protein stimmen hiermit
Uberein.

V. Bestimmung der Monoaminosaoren.

Das fur diese Bestimmung benutzte Kartoffeleiweil3 wurde
wahrend 24 Stunden mit 1 | Salzsdure von 20°/0 am RuckfluRR-
kithler im Olbade bei 120° C. erhitzt, alsdann von einer kleinen

‘i Journ. Am. Ch. Soc., Bd. 18, S. 575.
*» Landw. Versuchsstationen. Bd. 59,. S. 331 (1904
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Menge schwarzer Zersetzungsprodukte abgesaugt und bis auf
ein kleines Volumen eingedampft. Der im Hydrolysat vorhan-
dene Stickstoff entsprach 106,6 g Eiweill von 16°/0 Stickstoff.

Die aufein kleines Volum eingedampfte und mitChlorwasser-
stoff gesattigte Flussigkeit schied mit Glutaminsaurechlorhydrat
geimpft im Eisschrank keine Krystalle ab. Es wurde deshalb die
Salzsaure durch Eindampfen bei vermindertem Druck groRtenteils
verfluchtigt, alsdann mit Wasser verdinnt und mit Knochenkohle
gekocht. Das leicht gelb gefarbte Filtrat bei vermindertem Druck
eingedampft, mit Salzsduregas gesattigt und nachdem es mit
Glutaminséure-Chlorhydrat geimpft war, wahrend einiger Tage
in den Eisschrank gestellt. Das hierbei abgeschiedene Chlor-
hydrat wurde auf Koliertuch abgenutscht, getrocknet und gewogen.
Das Gewicht betrug nach Abzug des Aschegehaltes 4,97 g.

Die Mutterlaugen wurden unter vermindertem Druck stark
eingeengt und mit absolutem Alkohol, der mit trockenem Salz-
sauregas gesattigt war, gemischt und die Veresterung durch
Einleiten von Dampfen von absolut-alkoholischer Salzsaure be-
gunstigt. Es gelang nicht, aus den Esterchlorhydraten Glykokoll-
esterchlorhvdrat zur Abscheidung zu bringen: es setzte sich
nur Chlorammon ab.

Die Isolierung der Aminosédureester aus den Esterchlor-
hydraten wurde mit Hilfe von Natriumalkoholat gemacht. Dabei
wurde etwas weniger als die aus dem Chlorgehalte berechnete
Menge Natrium angewendet.

Das gebildete Kochsalz liel} sich nicht abfiltrieren; auch
nicht, nachdem viel absoluter Ather zugesetzt und wéhrend
einiger Tage auf Eis gestellt war: es blieb also mit den Estern
gemischt.

Bei der Destillation wurde ein wenig anders vorgegangen,
als meistens angegeben wird.

Die Hauptmenge des Athers und des Alkohols wurde
unter vermindertem Druck im Wasserbade abdestilliert. Das
Destillat unter Zusatz von Salzsaure auf dem Wasserbade ein-
gedampft und der Rickstand gewogen. Diese als Vorlauf zu
bezeichnende Fraktion wog 8 g.

Die Destillation der Ester wurde, nachdem die Haupt-
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menge des Athers und des Alkohols verjagt war. sofort aus-

geflhrt. Statt in vier haben wir dabei in drei Fraktionen ge-
Irennt; und zwar 1. bis 100° bei 20 mm, 2. bis 100« bei 1 mm
und 8. bis 160° bei 1 mm.

Damit unsere Nomenklatur soviel wie moglich mit der
ublichen Gbereinstimme, werden wir die erste Fraktion (bis
100° bei 20 mm) als I—II bezeichnen; die folgende als Il und
die letzte als IV. Leider waren wir nicht imstande, bei nie-
drigerem Druck als 1 mm zu destillieren. Die uns zu Gebote
stehende Olvakuumpumpe lieferte nicht die erwartete Druck-
verminderung auf 0,01—0,01 mm.

Der nach der Destillation zurlickgebliebene Riickstand,
der viel Kochsalz enthielt, schien bei unseren Untersuchungen
noch viel Monoaminosduren zu enthalten.

Im allgemeinen haben bei der Destillation die Ester die
Neigung gezeigt, bei hoheren Temperaturen Uberzugehen, als
meistens angegeben wird. Dieser Umstand ware vielleicht
sowohl dadurch zu erklaren, dal unser Eiweil} nicht vollstandig
rein war (es muB etwa 8°/« stickstofffreie Verunreinigungen
enthalten haben), als daR wir die Natriumalkoholatmethode
benutzten, und somit die Ester der Diaminosduren. des Tvro-
sins usw. die Esterfllssigkeit verunreinigten.

Die Weise der Verarbeitung der zuerst analysierten Frak-
tion IV war die Ubliche. Diese Fraktion wurde also im Wasser
ausgegossen und mit Ather ausgeschiittelt.

Der in Ather losliche Teil wog 15 g und wurde durch
Erhitzung mit rauchender Salzsdure verseift; alsdann die Haupt-
menge der Salzsaure verjagt und der Rickstand durch Kochen
mit Knochenkohle, Zersetzung des Chlorhydrats mit Ammoniak
und Umkrystallisation aus Wasser gereinigt. Das krystallisierte
Produkt zeigte die Zusammensetzung des Leucins. *)’

0,1850 g Substanz gaben 0,3748 g CO, und 0,1053 g 1180.

¥ Gewohnlich wurden die fir Analysen angewendeten Préaparate
im Vakuumtrockenapparat bei P,,0- und 100-110° C. bis zu konstantem
Gewichte getrocknet; in einigen Féallen fand das Trocknen im Vakuum-
Exsikkator bei Zimmertemperatur tber P,0b statt.
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Berechnet fur Leucin: G5I,9H°/o, H9,92°«. Befunden: C 55,1 3%.
H 10,01°/». Es befand sich in dieser Fraktion also nicht da*
zu erwartende Phenylalanin, sondern Leucin.

Levene und van Slyke geben vom Leucin an,l) datier
beim Ausathern der im Wasser ausgegossenen Leucinfraktion
groRtenteils in Ather Ubergeht, wahrend das Valin und Prolin
im Wasser bleiben (ersteres grofltenteils).

Der in Ather unldsliche Teil der Fraktion IV wurde durch
Kochen mit Baryt verseift, der UberschuR des Baryts mit
Schwefelsdure entfernt, bis zur Trockene eingedampft und
alsdann durch Kochen mit absolutem Alkohol vorn Prolin be-
freit. Der nicht in Alkohol geldste Rickstand enthielt 44,8°/« 0.
Weil dieser Ruckstand Asparaginsaure enthalten konnte und
diese Saure sich durch Krystallisation schwer wirde reinigen
lassen (Osborne und Liddle. Am. Journ. of Phys., Bd. 26.
S. 420), haben wir ihn in der oben angegebenen Weise verestert.
die Ester aus den Hydrochloraten nach der von E. Fischei
angegebenen Methode mit Hilfe von Natronlauge und Kalium-
carbonat und gleichzeitiger Ausatherung freigemacht und durch
Destillation mit der Wasserstrahlluftpumpe in zwei Fraktionen
verteilt. Der zuletzt destillierte Teil, der also die Asparagin-
saure enthalten konnte, wurde mit Baryt verseift, mit Schwefel-
sdure vom Baryt befreit und durch Kochen mit frischgefallteni
(".uprioxyd das Kupfersalz gebildet. Das nach Eindampfen au>-
krystallisierte Salz wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt
Die dabei erhaltene Aminosaure (Gewicht 1,2 g), gab bei der
Analyse folgende Zahlen:

0,1422 g Substanz lieferten 0,2697 g CO* und 0,1233 ¢
H20. Gefunden: 51,6°/0 C und 9.7°/« H. Berechnet fur Valin:
51.28°/» C und 9,4°/« H.

Die Aminoséure war also Valin: Asparaginsaure konnt»
in dieser Fraktion nicht nachgewiesen werden. (Der haupt-
sachlich aus festem Baryt bestehende Niederschlag enthielt
keine Asparaginsaure.) Es muf3te noch der Moglichkeit Rechnung
getragen werden, dal3 in dem nicht Uberdestillierten Esterrtck-
stand Asparaginsaure vorkam.

") Journ. of Hiol. Ohein.. Bd. fi (1909). S. 412.
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Der niedrigstkochende Teil der zum zweiten Male destil-
lierten Ester wurde durch Kochen mit Wasser verseift und
wog 4,2 g. Zur Trennung dieser Ester wurden sie in zwei
verschieden losliche Teile getrennt. Aus dem leichtléslichen
Teil krystallisierte eine Substanz aus mit 43,0fto C., aus dem
weniger loslichen Teil eine mit 46,4«/« C. Beide mussen also
Mischungen von Alanin und Valin gewesen sein; auch die
Loslichkeit wies hierauf. Eine vollstdandige Trennung konnte
bei der kleinen Menge Substanz nicht zum Ziele fihren und
wurde deshalb nicht versucht.

An zweiter Stelle wurde der Vorlauf verarbeitet. Zur
Entfernung von eventuell vorhandenem Ammoniak wurde mit
Baryt auf dem Wasserbade eingedampft und alsdann nach der
Methode von Siegfriedl) auf Glykokoll reagiert. Es konnte
nicht nachgewiesen werden. Auch sonst hatten wir keine An-
deutung auf Glykokoll (so konnte kein Esterchlorhydrat zur
Abscheidung gebracht und kein Glykokollpikrat nachgewiesen
werden, und haben wir niemals eine Aminosaure mit einem
Kohlenstoffgehalt gefunden, der auf Anwesenheit von Glykokoll
hinwies'.

Aus der testierenden Flissigkeit wurde die Salzsaure
mit Silbersulfat, der UberschuR von Silber mit Schwefelwasser-
stoff, die Schwefelsdure mit Baryt entfernt, das Filtrat zur
liockene verdampft und durch Kochen mit Wasser in einen
I6slichen und einen wenig 10slichen Teil geschieden. Die hierbei
auskrystallisierten Aminosauren sind zusammen mit denen der
Fraktion 1—II untersucht worden. Wie sich beim Kochen mit
absolutem Alkohol der Aminosauren dieses Vorlaufs gezeigt
hatte, war darin nur sehr wenig Prolin vorhanden.

Die alsdann untersuchte Fraktion I—Il ergab, nach Ver-
seifen mittels kochendem Wasser und Eindampfen, 6,2 g Amino-
sauren.

Nachdem zur Isolierung des Prolins mit absolutem Alkohol
ausgekocht war, wurde, wie beim Vorlauf, eine Trennung in
schwer- und leichtlosliche Aminosauren veranstaltet und die
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hierbei erhaltenen Portionen mit denen des Vorlaufs ver-
einigt.

Der l6slichste Teil zeigte einen Kohlenstoflgehalt von
42,9°/0. Durch weitere Reinigung mittels Krystallisation lieR
sich hieraus 5,3 g, noch nicht vollig reines Alanin erhalten.
0,1581 g Substanz lieferten 0,2394 g CO2 und 0,1169 g H20.
Gefunden: 41,3°’0 C und 8,3°% H. Berechnet fir Alanin:
40,4°/« C und 7,93% H.

Der schwerl6sliche Teil wog 1,9 g und zeigte sich durch
die Analyse als eine Mischung: 0,1601g Substanz lieferten
0,285 g COt und .0,1346 g H20. Gefunden: 48,6°/0 C und
9,4°0 1.

Diese Mischung wurde den Aminosauren der Fraktion Il
zugesetzt.

Das Gewicht der Aminosduren der Fraktion 111, durch
Verseifen mit kochendem Wasser aus dem Ester erhalten, be-
trug 10,5 g. Nachdem das Prolin durch Kochen mit absolutem
Alkohol entfernt war, verblieb eine Substanz mit folgende!
Zusammensetzung: 0,1553 g Substanz lieferten 0,2690 g C()2
und 0,1321 g H20. Gefunden: 47,24% C und 9,40°/0 II.

Sie war wahrscheinlich eine Mischung von Alanin, Valin
und Leucin.

Durch fraktionierte Krystallisation aus Wasser liel3 sieh
daraus 4,5 g einer loslichen Mischung von der folgenden Zu-
sammensetzung abscheiden

0,1717 g Substanz lieferten 0,287 g CO., und 0,1423 g H*O0.
Gefunden: 45,58% C und 8,87% H.

Sie muBte also eine Mischung von Valin und Alanin sein.

Der wenig l6sliche Teil wog 2 g und ergab bei der Analyse
folgende Resultate:

0,1516 g Substanz lieferten 0,2960 g CO02 und 0,1321 ¢
1120. Gefunden: 53,25% C und 9,77% H.

Es war also als eine Mischung von Valin und Leucin
zu betrachten.

Auch hier war das Quantum zu gering, um eine Trennungs-
methode, z. B. die nach Levene und van Slyke,l) auszu-
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fuhren. Wie oben erwéhnt, waren die verschiedenen Fraktionen
nach der Verseifung stets je zweimal mit absolutem Alkohol
ausgekocht. Die dabei erhaltenen Ldsungen wurden gemischt
und wiederholt durch Kochen mit absolutem Alkohol von ver-
unreinigenden Aminosduren befreit, und zwar so lange, dal}
das Prolin sich vollstandig in kaltem absoluten Alkohol 10ste.
Aus dem Prolin stellten wir das Kupfersalz dar und. isolierten
hieraus das 1-Prolinkupfer durch Auskochen mit absolutem
Alkohol.

Es krystallisierte in dunkelblauen zii Rosetten vereinigten
Plattchen und betrug 0,9 g. Nach der Methode von van Slyke
«Mithielt es (berechnet auf das Prolin) Aminostickstoff
<0,700 g Kupfersalz = 0,4495 g Prolin lieferten 12,5 ccm Stick-
stoff von 1,167 mg pro Kubikzentimeter).

Hei dem uns zur Verfugung stehenden Quantum wirde
eine geniigende Menge eines bedeutend reineren Préaparats wohl
schwierig darzustellen gewesen sein.l) Das aus dem in ab-
solutem Alkohol unldslichen Kupfersalz mittels Schwefelwasser-
stoff zurtickgewonnene Prolin wog 8,52 g. Hiervon lieferten
9,143 g 7,3 ccm Aminostickstoff (von 1.167 mg pro Kubikzenti-
meter), also 2,98°/«.

Zur Berechnung des Prolingehaltes unseres EiweilRes wurde
diese Verunreinigung in Abzug gebracht. Im ganzen waren 3,179
Prolin gefunden. Die das Prolin verunreinigenden Aminosauren
wurden bei der Berechnung vernachléssigt.

Die Verarbeitung des bei der Esterdestillation im Destil-
lationskolben zurtickgebliebenen Riickstandes bestand darin, daf
erstens durch Schitteln mit absolutem Alkohol das'. Kochsalz
von den Estern,getrennt wurde. Auch jetzt lieferte die Ab-
scheidung des Kochsalzes noch Schwierigkeiten. Die alkoho-
lische Losung der Ester wurde eingedampft und setzte dabei
spontan Krystalle (0,180 g) ab, die als Leucinimid identifiziert
werden konnten und zwar durch leichte Sublimierbarkeit und
Krystallform.

Zur Trennung des Phenylalanins von den tbrigen Amino-
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sauren wurden die aus dem Alkohol zurickbleibenden Amino-
sauren in Wasser gelost und mit Ather ausgeschuttelt.

Wir erhielten, in Ublicherweise weiter behandelt») und
mil Ammoniak in Freiheit gesetzt, 3,86 g Phenylalanin, das
wohl nicht ganz rein war, aber doch der Hauptsache nach
aus dieser Aminosaure bestand; 0,i60 g Substanz lieferten
0,3784 g C02 und 0,0986 g H20. Gefunden: 64,5% C ,nd
6,91 °/0 H. Berechnet: 65,41°/0 C und 6,71% H.

Der nicht in Ather losliche Teil der Ester wurde durch
20standiges Kochen mit Baryt2) verseift und alsdann soviel
Schwefelsaure zugesetzt, dal} die Losung etwa 5% Schwefel-
saure enthielt. In dieser Flussigkeitwurden die Diaminosauren mit
Phosphorwolframsaure niedergeschlagen und nachher mit Baryt
der UberschuR® der Phosphorwolframsaure und mit Schwefelsaure
(unter Vermeidung eines Uberschusses) das Baryt entfernt. Im
Filtrat vom schwefelsauren Baryum schieden sich beim Ein-
dampfen Krystalle ab, die auf Grund der Form und Loslichkeit fur
Tyrosin erklart wurden. Das Gewicht dieser Krystalle war 1,01 g.

Asparaginsaures Baryum konnten wir in den Nieder-
schlagen nicht nachweisen. Das hier abgeschiedene Tyrosin
wurde nicht weiter verarbeitet, weil wir fir die Tyrosinbe-
stimmung eine spezielle Hydrolyse mit Schwefelsdure machten
Das Filtrat vom Tyrosinniederschlag wurde mit Salzsauregas
gesattigt, mit Glutaminsaurechlorhydrat geimpft und wahrend
einiger Tage in den Eisschrank gestellt. Das Gewicht des ab-
geschiedenen Salzes betrug — nach Abzug des Aschegehaltes
u4 g.

Die Mutterlauge des Glutaminsaurechlorhydrates wurde
unter vermindertem Druck eingedampft und alsdann mit schwefel-
saurem Silber von Chlor, mit Schwefelwasserstoff von Silber
und mit Baryt genau von Schwefelsaure befreit. Es schieden
sich nach dem Impfen mit Asparaginsaure keine Krystalle ab
Deshalb wurden die Aminosduren mit Kupferoxyd in Kupfer-

*) Siehez. M. Abderhaldens Handbuch der Bioch. Arbeitsmethoden.
Bd. 2, S. 483.

*) Das benutzte Baryt wurde hier und auch sonst durch Auskochen
mit Wasser und Absaugen nach Abklhlen gereinigt.
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salze verwandelt, die nach Eindampfen und langerem Stehen
auskrystilisierten. Das abgeschiedene Kupfersalz wog 0,910 g.
Nach Zuruckgewinnung der Aminosauren mit Schwefelwasser-
stoff ergab die Analyse einen Kohlenstoffgehalt von 54°/o.
Statt Asparaginsaure bestand die Substanz hauptsachlich aus
Leucin. Die Mutterlaugen des Kupfersalzes wurden nicht weiter
untersucht.

V. Bestimmung des Tyrosins.

Zur quantitativen Bestimmung des Tyrosins wurden 27,2 g
Kartoffeleiweill wéhrend 14 Stunden mit 80 g Schwefelsiure
und 160 ccm Wasser im Olbade gekocht. Nach Entfernung der
Schwefelsdure mit kochender Barytlésung wurden Filtrat und
Waschwaésser bei vermindertem Druck eingeengt, bisKri stallisa-
tion eintrat. Das rohe Tyrosin wog 1,65 g. Die Reinigung
fand statt mit Phosphorwolframsdure. Das gereinigte Tyrosin
wog 1,16 g und zeigte folgende Zusammensetzung:

0,116 g Substanz lieferten 0,2541 g C02 und 0,0662 g H20.
Gefunden: 59,7 °/o C und 6,4 °/o H,
Berechnet: 59,66fto C * 6,07°/0 H.

Eine zweite Krystallisation, durch weiteres Einengen des
Hydrolysats erhalten, enthielt kein Tyrosin mehr.

Bei der geringen uns zur Verfiigung stehenden Menge Ei-
weill konnte nicht nach Serin, Oxyprolin und Tryptophan ge-
sucht werden. Bei der untenstehenden Aufzahlung, der in diesem
Protein gefundenen Aminosduren, mull daran gedacht werden,
dall die Verluste bei Verarbeitung einer ziemlich kleinen Menge
relativ grofl3 sind, und daR die schwierig zu entfernenden Ver-
unreinigungen unseres EiweiRes einen ungunstigen Einflull auf
die Verarbeitung der Hydrolysate ausgetibt haben.

Auf 100 g Kartoffeleiweily (berechnet nach 16 % Stick-
stoff) erhielten wir:

Ammoniak: |\/|g
Histidin 2,3
Arginin: 42 >
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Lysin: 3379
Cystin: 4,4 »
Glutaminsdure: 4,6 -
Prolin: 3,0
Alanin 49
Leucin: 12,2 »
Valin: M *

Valin -f- Alanin: 8,2 *
Valin -f* Leucin: 1,9 v
Phenylalanin : 39,
Tyrosin; 43 )

Im November 1911.
Chem. Laboratorium der Tierarzneischule Utrecht.



