Uber glutaminhaltige Polypeptide und zur Frage ihres

Vorkommens im Eiweil3l).
Von

H. Thierfelder und E. ron (‘nimm.

(Aus «lern physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.)
(Der Redaktion zngegangen am 2. September 1»18.)

Wahrend asparaginhaltige Polypeptide schon vor mehr al>
zehn Jahren von Emil Fischer und Ernst Koenigs?) darge-
stellt worden sind, waren solche, an deren Aufbau Glutamin be-
teiligt ist, bisher unbekannt. Wir haben einige bereitet, und
zwar vier Dipeptide (Glycyl-d-glutamin, d-Alanyl-d-glutamin.
1-Alanyl-d-glutamin, 1-Leucyl-d-glutamin) und ein Tripeptid
(Glycyl-d-glutaminyl-glycin).

Zu ihrer Gewinnung benutzten wir die von Emil Fischet
angegebenen Verfahren. Fur die Isolierung der halogenhal-
tigen Zwischenprodukte erwies sich die Extraktion mit Essig-
ather im Lindsehen Extraktionsapparat sehr zweckmaéliig. Es
gelang auf diese Weise sofort, aus der Keaktionsfliissigkeit
analysenreine Substanzen zu erhalten.

Das d-Glutamin wurde aus Itunkelriibensaft nach den
Angaben von E. Schulze und E. Bosshard3) durch Féllung
mit Mercurinitrat gewonnen. Wir haben auch die Fallung
mit Quecksilberacetat und Natriumkarbonat, welche C. Ncu-
berg und .T. Kerb4) fur die Abscheidung von Aminosauren

) An den Anféngen dieser Arbeit war der frihere Assistent de«
Instituts, Herr I)r. Alfred Walther, beteiligt.

s) Chem. lier., Bd. 37, S. 4585 (1904) und Bd. 40, S. 2048 (1907 .

3) Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. 29 S. 295 (1883).

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 40. S. 498 (1912).
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empfehlen* versucht, doch ist sie fur diesen Zweck nicht so
geeignet, da sie zu einem weniger reinen Praparat fuhrt.

Von den vier Peptiden gibt nur das Tripeptid die Biuret-
reaktion, eine Fallung mit Phosphorwolframsaure auller
ihm auch das Glycyl-glutamin.

Bei der Darstellung dieser Polypeptide verfolgten wir
noch einen besonderen Zweck: wir wollten sie benutzen, um
'lie Annahme, dafl an dem Aufbau des Eiweil3molekils Glu-
ramin (und Asparagin) an Stelle von Glutaminsaure (und Aspara-
uinsaure) beteiligt seien, auf ihre Richtigkeit weiter zu prifen.
Vor einigen Jahren fanden Thierfelder und Sherwinl) im
Harn von Menschen, welche Phenylessigsaure zu sich genom-
men hatten, Phonylacetyl-d-glutamin. Sie konnten weiter
"eeigen, dall diese Verbindung nicht erst sekundar aus Phenyl-
acelviglutaminsaure durch Amidierung entsteht, denn einge-
lGlirte Phenylacetylglutaminsédure erschien unveréandert?) im
Garn. Dadurch war das Glutamin, das bisher nur in den
1'Hanzen nachgewiesen worden war, als ein Stoffwechselpro-
diikt des tierischen Kdérpers festgestellt. Uber das Vorkommen
des Glutamins im EiweiBmolekil sagen aber diese Ergebnisse
nichts aus, denn das Glutamin, das die Verbindung mit Phenyl-
tssigsaure eingeht, kann erst sekundar durch Eintritt der
Aminogruppe in die Glutaminsaure entstanden sein.

Ein direkter Beweis flur das Vorkommen von Glutamin
im Eiweil3 ist deswegen schwer zu erbringen, weil bei der
*Spaltung sowohl durch Sauren als durch Basen das Amid als-
bald verseift und in die Saure Ubergefuhrt wird. Ob Gluta-
min durch Trypsin gespalten zu werden vermag, ist noch
nicht bekannt, aber auch wenn es sich als widerstandsfahig

) (Jliein. Her.. IM. 47. S. 2630 (1914); diese Zeitschr., Dd. 94, S. |
1915).

2] In einem spéateren Versuch, in dem 3 g Phenylacetylglutamin-

als Natriumsalz in wasseriger Lésung aufgenommen worden waren,
"ischion allerdings Phenylacetylglutamin im liarn. Dieses von dem fri-
ileron abweichende Ergebnis durfte so zu erklaren sein, daf} die cingefuhrte
Verbindung im Darm eiue bakterielle Spaltung in Phenylessigsaure und
Glutaminsdure erfahren hat und das im Harn gefundene Phcnylacetyl-
glutamin das Produkt einer neuen Synthese ist.
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erweisen sollte, dirfte der Versuch, mit Hilfe der tryptische»
Verdauung die Frage zu entscheiden, an der Schwierigkeit,
das Glutamin aus der Spaltungsflussigkeit zu isolieren, scheitern.

Vermutet ist die Anwesenheit von Glutamin und Aspa-
ragin im Eiweild schon lange, und zwar auf Grund der Bil-
dung von Ammoniak bei der Hydrolyse. Osbornel) vermochte
dieser Vermutung einen hohen Grad von Wahrscheinlichkeit
zu geben. Er konnte zeigen, dal3 bei einer groRen Zahl von
Eiweilstoffen die Menge von Ammoniak und von Glutamin-
saure + Asparaginsaure, welche bei der Spaltung entstehen,
ziemlich genau einander entsprechen in dem Sinne, dal3 aut
ein Molekil Ammoniak ein Molekul Glutaminsdure -f Aspara-
ginsaure kommt. X

Um die Annahme noch weiter experimentell zu prifen,
haben wir untersucht, wie sich Eiweilistoffe, glutaminhaltigo
Polypeptide und Glutamin bei ganz unvollkommener Hydro-
lyse, bei der es nicht zur maximalen Ammoniakabspaltung
kommt, verhalten, ob sich da ein Parallelismus in der Am-
moniakbildung fcststellcn 1aRt.

Von demselben Gedankengange ausgehend hat schon
Osborne experimentiert. Er lieR bei 200 0. 20°/oige Salz-
saure 17 Stunden auf Gliadin und auf Asparagiu einwirken
und fand, dal unter diesen Bedingungen von ersterem 39 %
der bei vollstandiger Hydrolyse abspaltbaren Menge Ammoniak
abgegeben wird, von letzterem nur 13%e Ein Parallelismus
zeigte sich also hier nicht. Gegen diesen Versuch ist aber,
einzuwenden, daR Gliadin, ein Eiweilkorper, welcher bei
vollstandiger Hydrolyse 43—44% Glutaminsdure?) und nur
etwa 1% Asparaginsaure liefert, mit Asparagin verglichen
wurde und nicht mit Glutamin. Asparagin ist aber schwerer
verseifbar als Glutamin. Schon die Entdecker des Glutamins
in den Pflanzen, E. Schulze und E. Bosshard3), gaben an,

0 Osborne und Gilbert, Amer. Journ. of Physiol., Bd. 15, S. 333
(190G); Osborne, Leavenworth und Brautlecht, ebenda Bd.23, S.180
(1908/09).

*) Osborne und Guest, Jl. of Biol. Chem., Bd. 9. S. 425 (1911).

3j a. a O.
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daB, wéhrend Asparagin durch Kalkmilch in der Kélte nur
sehr wenig angegriffen wird und auch bei der Destillation
seiner wasserigen Ldsung nur sehr wenig Ammoniak entwickelt,
Glutamin unter der Einwirkung der genannten Reagentien
schon betrachtlich zerfallt. Wir konnten feststellen, dal
auch gegen S&uren das Asparagin weniger empfindlich ist ata
Glutamin: 20%ige Salzsdure spaltete bei niedriger Zimmer-!
tcmperatur in 24 Stunden aus Glutamin 52,3% der maximalen
Ammoniakmenge ab, aus Asparagin nur 19,8% (siehe S. 80).

Wir benutzton zu unseren vergleichenden Untersuchungen
Gliadin, einige glutaminhaltige Polypeptide, welche, da sie
Glutamin in der auch im Eiweil vorkommenden Bindungs-
form enthalten, ein besseres Vergleichsobjekt darstellen als
Glutamin und Glutamin. In einigen unserer Versuche gingen
wir ebenso wie Osborne vor, d. h. wir lieBen eine 20%ige
Salzsdure bei 20° C. 18 bzw. 22 Stunden auf die Substanzen
einwirken und bestimmten dann das abgespaltene Ammoniak
(\ersuche 2a und 2b S. 82); in anderen verwendeten wir
kochende verdinnte Salzsdure, nachdem durch Vorversuche
die Kochzeit ermittelt worden war, welche bei der benutzten
Siiurekonzentration noch nicht zur vollstdandigen Ammoniak-
abspaltung fuhrt. Zur Losung und Hydrolyse wurde ein 7%
Salzsdure enthaltender wasseriger Alkohol verwendet; die
Erhitzung dauerte G Minuten. Zum Schlul wurde das abge-
spaltene Ammoniak bestimmt (Versuch 1 S. 81).

Die Resultate enthélt die Tabelle auf Seite 61. Die bei
\ ersuch 1 aufgestellten Zahlen sind Mittelwerte.

Aus der Zusammenstellung geht hervor, dal} Gliadin und
die glutaminhaltigen Polypeptide sich rechtgleichartig verhalten.
Die beste Ubereinstimmung zeigt der Versuch 2b. Die grof3eren
Unterschiede in Versuch 1 erklaren sich jedenfalls daraus,
dall es unmdglich ist, die Bedingungen, unter denen hier ge-
arbeitet wurde, vollig gleichmaRig zu gestalten. Auf jeden
Pall sprechen die Ergebnisse weiter zu Gunsten der
Annahme, dall Glutamin im EiweilBmolekil enthal-
ten ist.

Glutamin zeigt, wie die Tabelle lehrt, ein abweichendes
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Verhalten. Ein Unterschied zwischen Glutamin einerseits um]
glutaminhaltigen Polypeptiden sowie anderen Glutaminderivaten,
in denen die Aminogruppe nicht frei ist, z. B. Phenylacetyl-
glutamin, Chloracetylglutamin anderseits lalt sich auch in
Bezug auf das Verhalten zu salpetriger Saure feststellen.
Wahrend in diesen die S&ureamidgruppe so gut wie voll-
standig unangegriffen bleibt, reagiert sie beim Glutamin selbst
vollstdndig mit salpetriger Sdure (siehe S. 66); beim Asparagin
ist das nicht der Fall. Wir kommen auf dieses Verhalten
des Glutamins bei einer anderen Gelegenheit zurtck.

Abgespaltene Menge Ammoniak in % ,ler
maximalen Menge

- Ulyc.-glu- Clyc- 1-Leuc,-
Gliadin - am giyc. glgtuinin  Flafamiii  #iniamm
Versuch 1
Salzsadure in der
Hitze 50 50,8 48,5 an,1 . S.,v
Versuch 2a
«Salzsaure bei 2UU G.
18 Stunden 37,5 38.3 390
Versuch 2h |
Salzsaure hei 200 C. i I
22 Stunden 39,0 38,9 3«,8 57.7

Experimenteller Teil.
Synthese der glntdininhaltigen Polypeptide.

Chloracctyl-d-glutamin.

6 g fein pulverisiertes Glutamin wurden in eine Schuttel-
tlasche, in der sich 42 ccm Normalnatronlauge (molek. Menge
41,07 ccm) befanden und die in Eiswasser stand, eingebrach!
und durch Schutteln gelost. Dazu kamen 5,57 g Chloracetyl-
chlorid (2()< , Uber molek. Menge) in &therischer Losung (Ge-
samtmenge der Lésung 60 ccm) und 60 ccm Normalnatron-
laugo in Einzelportionen von je 2 ccm. Nach jedem Zusatz
von 2 ccm der atherischen Losung und 2 ccm Lauge wurde
40 Sekunden sehr stark geschuttelt und kurze Zeit in Eis-
wasser gekuhlt. Die Flussigkeit, welche dauernd alkalische



Uber glutarainhaltige Polypeptide uRw. 63

Reaktion zeigte, wurde nach Abtrennnug der &therischen
Schicht im Scheidetrichter in einen Lindschen Apparat ge-
bracht und nach Zufiigen von 9 ccm funffach normaler Salz-
saure zur Entfernung der Chloressigsaure 5 Stunden mit Ather
extrahiert. Die Menge des dabei in den Ather gehenden
Stickstoffs war nur gering, sie betrug in verschiedenen Ver-
suchen 1 d,S J() des Gesamtstickstoffs. Die Flussigkeit wurde
nun in flacher Schale auf schwach erwarmtem Wasserbad
«»tci einem 1 lugclventilator auf kleines Volumen gebracht und
im Lindschen Apparat mit ein- oder zweimal erneuertem
hssigatlicr extrahiert. Der Ersatz des Essigatlicrs durch neuen
geschah, wenn Tribung auftrat. Nach etwa 10 Stunden war
die Extraktion beendet und die anfangliche Linksdrehung der
Losung in eine Rechtsdrehung Ubergegangen. Aus dem Essig-
ather schied sich das Chloracetylglutamin in grofRen KristaH-
diusen, die mikioskopisch aus Sdulen bestehend erschienen,
ab. Aus der eingeengten Mutterlauge lieRen sich weitere
Kristallisationen gewinnen. Die Gesamtausbeute betrug im
Mittel mehrerer Darstellungen 0,25 g, d. h. 68,4 % der theore-
tischen Menge. Zum Umkristallisieren benutzten wir Essigather,
wobei die Abscheidung in haarfeinen, leicht gebogenen Nadeln
nlolgt. Auch wasserfreier Alkohol 143t sich verwenden. Aus
einer heiBen 16ligen alkoholischen Ldsung kristallisieren im
Lisschrank bis zum né&chsten Tag 05% aus. Die Substanz
schmilzt, langsam erhitzt, bei 1:°0—132° (J. Sie 16st sich in
Wasser, Athyl- und Methylalkohol, Aceton, nicht in Ather
und Chloroform, schwer in heillem Essigather. Sie wird im
\ akuum Uber Schwefelsaure sehr schnell konstant und ist gar
nicht hygroskopisch.

'"»1762 g Substanz: 0,2447 g C02, 0,0779 g 1120

0.1267 , nach Pnngsheiin: 0,0801 g AgCl
0.1020 * Kjeidabl 9,08 ccm »/,,-Siure = 12,72 mgN
0,0344 , bei der Titration (Phenolphthalein): 1,54 ccm n/10-Lauge.

~HNN204CL. 1ler.: 37,74°0C 4,98° OH 12,59% N 1509306 Cl M 22257
rief.: 37,8896 C 4,95, T 1243% N 15649 Cl M 223.4

b i die ! olarisation, welche in wésseriger Losung vor-
=eno..... wurde, dienten zwei Praparate, von denen das
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zweite aus der eingeengten Mutterlauge des ersten und durch
nochmalige Umkristallisation aus Essigather gewonnen war.

1. 0,7134 g Substanz. Gesamtgewicht der Losung 8,5193 g.
Spezifisches Gewicht 1,0287. Prozentgohalt 8,374. Drehung
bei 16° im 2 dm-Rohr bei Natrium- und filtriertem Auerlicht

1,80° nach links. Also [«1™°= — 10,45°.

2. 0,7066 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 7,965! g.
Spezifisches Gewicht 1,0308. Prozentgehalt 8,871. Drehung hoi
16° im 2 dm-Rohr bei filtriertem Auerlicht 1,89° nach links.
Also [a] J°= — 10,33°.

Glycyl-d-glutamin.

Chloracetylglutamin wurde in der flnffachen Menge wasse-
rigen Ammoniaks, welches 26,7% N1I3 enthielt, gel6st und
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Beim Ein-
engen der filtrierten Flussigkeit zunéchst tber Schwefelséure,
dann im Vakuum Uber Schwefelsaure hinterblieb ein Sirup.
Er wurde in Wasser gelost und die Losung mit Alkohol ver-
setzt. Dabei schied sich ein Ol ab. Ldsen in Wasser und
Fallen mit Alkohol wurde wiederholt, bis das Ammonium-
chlorid entfernt war. Das Ol lieR sich durch Behandeln mit
wasserfreiem Alkohol in eine feste zerreibliche Masse (ber-
fuhren. Sie wurde in wenig Wasser geltst und die Losung
mit wasserfreiem Methylalkohol versetzt, bis eine beim Um-
schitteln nicht mehr verschwindende Fallung auftrat. Bringt
man diese durch Erwédrmen wieder in LOosung und &Rt stehen,
so scheidet sich das Dipeptid in schénen harten Kristallen ab.

Es enthalt ein Molekil Kristallwasser, das im Phosphor-
pentoxydvakuum bei gewoOhnlicher Temperatur festgehalten
und bei 105° erst nach etwa 24 Stunden abgegeben wird.

0,2216 g Substanz verloren 0,0189 g oder 8,53%; berechnet fir
CtH18N304 + HtO: 8,15%.

Die so getrocknete Substanz gab bei der Analyse fol-
gende Zahlen:
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0,0774 g Substanz: 0,1172 g CO, und 0,0495 g H,0
0,0858 " nach Kjeldahl: 12,7 ccm n/10-Saure.

C;HI3N304 (203,134). Ber.: 41,35% C 6,45% H 20,69/, N
Gef.: 41,30% C 7,16% H 20,74% N

Die kristallwasserhaltige und die kristallwasserfreie Sub-
stanz zeigen den gleichen Zersetzungspunkt. Er liegt bei lang-
samem Erhitzen bei 199—200° C.

Das Dipeptid l6st sich leicht in Wasser und schmeckt
schwach sauerlich.  Seine wésserige (5-6°/0ige) Losung farbt
Lackmuspapier rot, gibt mit Sublimat und Gerbsdure keine
Fallung, mit Phosphorwolframsdure (10%ig) einen Nieder-
schlag, welcher zunédchst beim Schitteln verschwindet, bei
weiterem Zusatz bestindig ist, im UberschuB sich wieder lost.
Biuretreaktion negativ.

Jiii die optische Untersuchung, die mit wéasseriger Losung
vorgenommen wurde, dienten zwei Praparate verschiedener
Darstellung.

1. 0,2970 g kristallwasserfreie Substanz. Gesamtgewicht
der Losung 7,1249 g. Prozentgehalt 4,17. Spezifisches Gewicht
1,0157. Drehung im 2 dm-llohr bei 19° und filtriertem Auer-
licht — 0,2°. Also [a]Jj9°= — 24°.

2. 0,3070 g kristallwasserfreie Substanz. Gesamtgewicht
der Losung 7,3077 g. Prozentgehalt 4,20. Spezifisches Gewicht
1,0138. Drehung im 2 dm-Rohr bei 15° und filtriertem Auer-
licht — 0,21°. Also [of] = — 2,47°.

Der gefundene Wert ist naturlich kein endgultiger.: Die
Bestimmung muf} mit einer starkeren Losung wiederholt werden.

Bei der Untersuchung nach van Slyke wurde stets etwas
mehr Stickstoff erhalten, als der priméren Aminogruppe ent-
spricht. ;

0.0489 g kristallwasserfreies Glycylglutamin geben nach
van Slyke bei 10 Minuten langem Schitteln 7,7 ccm Glas
(-1, 736 mm) = 4,22 mg N = 8,63°/0. Der Prozentgchalt
an primarem Aminostickstoff betragt 6,9%.

Das Glycylglutamin verhalt sich also wie andere Poly-
peptide, in denen Glycin die primare Aminogruppe ' tragt.

lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 5
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Diese geben nach den Feststellungen von Abderhalden uud
van Slykel)2itn Gegensatz zu den anderen bisher untersuchten,
bei denen die gefundene Stickstoffmenge sehr gut mit der be-
rechneten Ubereinstimmt, etwas zu viel Stickstoff. Abder-
halden und van Slyke fanden, daf3 durch Multiplikation des
erhaltenen Wertes mit dem Faktor 0.8 der richtige heraus-
kommt. Das gilt auch fur das Glycylglutamin, denn 8,63 X
0,8 ist 6,9.

Beim Glutamin reagiert auch der Stickstoff der Saure-
amidgruppe mit salpetriger Saure, wie schon E. Schulze und
E. Bosshard®*) angaben und wir bestatigen kénnen.

0,0215 g Glutamin geben nach van Slyke bei 10 Mi-
nuten langem Schutteln 7,0 ccm Gas (17°, 729 mm) = 3,87 mg
N = 18,0% N. Der Prozentgehalt an Gesamtstickstoff be-
trug bei dem benutzten Glutaminpréaparat 18,20%b.

Beim Asparagin reagiert nur die primare Aminogruppe.

Chloracetyl-d-glutaminyl-glycinathylester.

In eine weithalsige Schuttelflasche, welche in einer Kalte-
mischung stand und 30 ccm destilliertes Acetylchlorid enthielt,
wurden 3 g fein gepulvertes und durch ein Haarsieb getrie-
benes Chloracetylglutamin und darauf unter starkem Schiitteln
portionsweise 3,3 g frisch bereitetes und fein zerriebenes Phos-
phorpentachlorid eingetragen. Die Flasche wurde sofort ver-
schlossen, in Eis verpackt und 9 Stunden auf der Maschine
geschuttelt. Das Absaugen des stets gelb gefarbten Reaktions-
produktes, das Auswaschen mit frisch destilliertem Acetyl-
chlorid und wasserfreiem Petrolather geschah unter Ausschlul3
von Feuchtigkeit in dem von E. Fischer8) angegebenen Ap-
parat, das Trocknen im Vakuum Uber Phosphorsaureanhydrid.
Die Substanz, deren Menge in den einzelnen Versuchen zwischen
2,3 und 3,3 g schwankte, stellte nicht das reine Chloracetyl-
glutaminylchlorid dar. Der Gehaltan titrierbarem Chlor, welcher
fur das Chlorid 14,84% betragt, schwankte in den Praparaten

*) Diese Zeitscbr., Bd. 74, S. 505 (1911).
2) Landwirtschaft!. Versuchsstationen, Bd. 29, S. 305 (1883).
*) Chem. Ber., Bd. 38, S. 605 (1905).
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verschiedener Darstellung zwischen 7 und 15% und nahm im
Vakuum Uber Phosphorsaureanhydrid dauernd ab. Bei der
groflen Zersetzlichkeit der Substanz verzichteten wir auf die
Reindarstellung und verwendeten das Material zur Gewinnung
des Chloracetylglutaminylglycinathylesters.

Zu dem Zweck wurde die ganze bei einem Versuch ge-
wonnene Menge portionsweise und unter starkem Schitteln
in eine durch Ka&ltemischung abgekihlte Losung von 4 g salz-
saurem Glycinathylester in 50 ccm wasserfreiem Chloroform
eingetragen. Bei starkem Schitteln erfolgte zundchst Lésung
und dann Abscheidung eines Niederschlages. Diese begann
in manchen lallen schon, ehe die Gesamtmenge eingetragen
war. Nach langerem Stehen im Eisschrank wurde abgesaugt,
mit wenig kaltem Chloroform gewaschen und im Vakuum-
exsikkator getrocknet. Das Gewicht der trocken graugriinlichen
Masse betrug meist 3-4 g, einmal 5,5 g. Sie lie sich aus Was-
ser, Methyl- und Athylalkohol sowie Aceton Umkristallisieren.
Am geeignetsten erwies sich wasserfreier Methylalkohol. Aus
der heiRen tndthylalkoholischen Losung (1 Teil Substanz, 5 Teile
Methylalkohol) schieden sich beim Erkalten Kristalle (Stdbchen
und Nadeln) ab, die nach dem Absaugen und Trocknen eine
weille wollige Masse darstellten. Es handelte sich um den ge-
suchten Ester. Die Ausbeute war sehr gering. Aus 3 g Chlor-
acetylglutamin wurden nur 0,34-0,7 g erhalten, also im
Maximum etwa 17% der Theorie. Aus der Mutterlauge lie3
sich wohl noch etwas gewinnen, aber so wenig, daR die Mihe
sich nicht lohnte.

Die lufttrockene Substanz nahm im Vakuum nicht mehr
an Gewicht ab.

0,0998 g Substanz: 0,1580 g CO, und 0,0552 g H,0
0,0630 , » nach Kjeldahl: 5,95 tmm n/l0-Saure.
t'aH,,N,0,Cl (307,634). Ber.: 4291% C 5,90% H 13,66% N
Gef.: 43,18% C 6,20% H 13,23% N

Der Ester schmilzt bei 198° C. Er 16st sich in heiRem
Wasser reichlicher als in kaltem, so dal’ man ihn aus Wasser
gut Umkristallisieren kann. Auch in Athyl- und Methylalkohol
und Aceton l6st er sich in der Warme.
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Chloracetyl-d-glutaminyl-glycin.

Die Verseifung des Esters geht leicht vonstatten. 0,79 g
wurden in 14 ccm Wasser hei3 gelost.  Als beim Abkihlen
gerade die Kristallisatjon begann, fligten wir 5,7 ccm Normal-
natronlauge hinzu, kihlten sofort auf 0° C. ab und lie3en bei
Zimmertemperatur 30 Minuten stehen. Nun wurde die Flussig-
keit in den Lindschen Apparat gebracht und nach Zugabe
von 6 ccm Normalsalzséaure mit Essigather extrahiert, und zwar
28 Stunden bei zweimaligem Wechsel des Extraktionsmittels.
Aus dem Essigather schieden sich im Eisschrank flockig-galler-
tige (mikroskopische Nadeln), zuweilen auch Kkristallinische
Massen ab. Aus der eingeengten Mutterlauge wurden weitere
Abscheidungen erhalten. Die Ausbeute betrig 0,62 g oder
86% der Theorie. Zum Umkristallisieren der schon reinen
Substanz diente wasserfreier Alkohol. Wahlt man das Ver-
haltnis so, daB auf 1 g Substanz etwa 55 T. Alkohol kommen,
so scheiden sich 40% wieder aus, und zwar erfolgt die Ab-
scheidung beim langeren Stehen in Form einer einzigen oder
einiger weniger groflen Kristalldrusen. Mikroskopisch sieht
man Sdulen und Nadeln. Im Schwefelsdurevakuum wird sofort
Gewichtskonstanz erreicht.

0,0853 g Substanz : 0,1190 g CO, und 0.0413 g H,0

0.0935 ,, * . 0,1309 , CO, , 0,0460 , H,0

0,0'’»08 ,, , naeli Kjcldahl :5,4ccm n'10-Séure
0,0744 » « * * .79 + nlio*
0,0508 n r bei der Titration (Phenolphthalein) :1,85 , »/I0-
0,0744 . " h  ff Vv 22,7, "0-

C#H14N80O5CI (279,602). Ber.: 38,63%C 5,05% H 15,03% N M.-G. 279,6
Gef.: 38,05° OC 5,42%H 14,89%N , 2751
s . 38,1800 C 55070H 1488% N B 2755

Die Substanz schmilzt bei langsamem Erhitzen bei 162
bis 163° C. Sie ist in Wasser leicht l6slich.

Glycyl-d-glutaminyl-glycin.

0 25 g Chloracetyl-d-glutaminyl-glycin wurden in 1,5 ccm
wasserigem Ammoniak (26,7%) gel6st und 10 Stunden bei
Zimmertemperatur steben gelassen. Die in einer Schale zuerst



Uber glutaminhaltige Polypeptide usw. 69

uber Schwefelsaure, dann im Vakuum utber Schwefelsdure ver-
dunstende Flussigkeit hinterlieR einen kristallinischen Rick-
stand. Er wurde in 4 ccm Wasser unter Erwarmen gelost,
die Flussigkeit, welche leicht opalesziert, mit Tierkohle geklart,
filtriert und das Filtrat mit der doppelten Menge absoluten
Alkohols versetzt. Alsbald begann die Kristallisation in Form
feiner, zu dichten Bischeln vereinigter Nadeln. Die Ausbeute
schwankte in verschiedenen Versuchen zwischen 0,19 g und
0,21 g, betrug also bis zu 89,4°/0 der Theorie. Zum Um-
kristallisieren verfuhren wir in derselben Weise. Aus einer
10%igen noch warmen wasserigen Losung kristallisiert auf Zu-
satz von % des Volumens absoluten Alkohols 86% wieder aus.

Fur die Analyse wurde die Substanz bei 80° C. im Va-
kuum Uber Phosphorpentoxyd getrocknet.

0,0877 g Substanz : 0,1316 g C02 und 0,0515 g H20
0,0826, 10,1258 ,,CO, , 0,0508 , H,0
0,0625 ,, " nach Kjeldahl: 9,68 ccm »/,,,-Séaure.

C8HieN406 (260,168). Ber.: 41,51% C 6,20% H 21,54°/« N

Gef.: 40,92% C 6,57% 11 21,70% N
., 41,54% C 6.88% II

Die Substanz zersetzt sich bei langsamem Erhitzen bei
201° C. Sie schmeckt ganz schwach salzig-séauerlich, l6st sich
in kaltem, reichlicher in heiBem Wasser. Die wasserige (etwa
G°l0ige) Losung farbt Lackmuspapier rot, gibt mit 10%iger
Phosphorwolframsaurelésung einen Niederschlag, welcher zu-
nachst beim Schitteln wieder verschwindet, bei weiterem Zu-
satz bestehen bleibt und sich im UberschuB wieder l6st.  Subli-
mat, Gerbsaure, Phosphormolybdanséaure, bas. Bleikcetat rufen
keine Fallung hervor, ebensowenig eine gesattigte wasserige
Ammoniumsulfatlésung.  Schone blauviolette Biuretreaktion.

Das Tripeptid dreht in wasseriger Losung nach links.
Zu den Bestimmungen dienten Praparate verschiedener Dar-
stellung:

1. 0,4200 g Substanz. Gesamtgewicht der LOsung 7,3856.
Spezifisches Gewicht 1,0215. Prozentgehalt 5,687. Drehung
bei 19° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr — 3,30°. Also
M d° = — 28,40*.
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2. 0,3516 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 7,9761 g.
Prozentgehalt 4,41. Spezifisches Gewicht 1,0115. Drehung
bei 18° und filtriertem Auerlicht im 2 dm-Rohr 2,54° nach
links. Also [a] y = — 28,48°.

Bei der Untersuchung nach van Slyke verhalt es sich
wie das Glycylglutamin, indem auch hier zu viel Stickstoff
gefunden wird.

0,0306 g des Tripeptids geben nach van Slyke bei
10 Minuten langem Schitteln 4,0 ccm Gas (21°, 742 mm)
= 221 mg N = 7,22%e Der Prozentgehalt an primarem
Aminostickstoff betragt 5,38.

Durch Multiplikation des erhaltenen Wertes mit dem
Faktor 0,8 (siehe S. 66) erhalt man auch hier wenigstens an-
ndhernd den berechneten, ndmlich 5,8.

d-a-Brompropionyl-d-glutamin.

Das zur Darstellung dieses Kérpers notige d-Brorapropicnylchlorid
war nach E. 1 ischer und O. Warburg!) aus d-Brompropionsaure, diese
nach E. Fischer und K. Baske®* aus 1-Alanin und das 1-Alanin*) nach
F. Ehrlich durch partielle Vergarung mit Hefe aus synthetischem
Alanin gewonnen worden. Das 1-Alanin zeigte in salzsaurer L&sung

(«l D = — I°*I** die d-Brompropionsdure drehte bei 17° im 1 dm-Rohr
46,25° nach rechts.

5 g fein gepulvertes Glutamin wurden in einer Schittel-
flasche, in der sich 34,25 ccm Normalnatronlauge (molek.
Menge) befanden und die in Eiswasser stand, eingebracht und
durch Schutteln gelést. Dazu kamen bei einer Temperatur von
10° C. 6,47 g Brompropionchlorid (10% Uber die molekulare
Menge) und 42 ccm Normalnatronlauge in 26 Einzelportionen.
Nach jedem Zusatz von 1,6 ccm der Lauge und 0,15 ccm des
Chlorids (aus Buretten) wurde 40 Sekunden sehr stark ge-
schittelt. Ganz gegen Ende des Versuchs wurde die Reaktion
sauer, so dall noch weitere 6 ccm Natronlauge zugegeben
werden mufiten. Die Flissigkeit wurde nun im Lindschen

*) Liebig, Ann. der Chem., Bd. 340, S. 168 (1905).

*) Chem. Ber., Bd. 39, S. 3995 (1907).

*) Das 1-Alanin wurde von dem Assistenten des Institue, Herrn
Dr. M. Baumann, dargestellt.
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Apparat nach Zusatz von 10 ccm funffachnormalor Salzsdure
mit Essigather im ganzen 16 Stunden extrahiert, bei zwei-
maligem Wechsel des Essigesters. Nach 8 Stunden war die Ex-
traktion im wesentlichen beendet: die Menge der aus dem Essig-
ather zum Teil schon in der Warme, zum Teil beim Abkuhlen
bis auf 0°C. auskristallisierten Substanz betrug 6,28 9. Aus
dem Essigather, der wéhrend der letzten 8 Stunden zur Ex-
traktion gedient hatte, kristallisierten im Eisschrank noch
0,lo g aus. Aus der eingeengten Mutterlauge wurden noch
0,4 g erhalten. Alle diese 3 Fraktionen zeigten den gleichen
Schmelzpunkt 152° C. Die Ausbeute betrug also 6,83 g =
71°lo der Theorie.

Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert und im
Vakuum getrocknet. Gewichtskonstanz tritt sehr schnell ein.

0,1018 g Substanz : 0,1283 g COa und 0,0482 g H,0

0,1341 ,, , .01674 , CO, , 0,059 . H,0
0,0845 , . hach Kjeld»hl: 5,9 ccm n/l0-Séure
©'1464 - : 0105 , n/l.

0*11,3N»HrO, (281,044). Ber.: 34,16% C 4,66% H 9,97¢/, N
Gef.: 3487% C 5,08% H 9,78% N
» 1 3405%C 4,75% H 10,07% N

Die Substanz schmilzt bei 156—157° C., nachdem sie
vorher ein feuchtes Ansehen angenommen hat. Sie I0st sich
in Wasser, Athyl- und Methylalkohol, nur sehr wenig in
Essigather. 100 ccm wasserfreier Essigather losten von der
fein pulverisierten Substanz bei 6—7 stdndigem Kochen am
Ruckflutkiihler 0,59 g, von denen sich wéahrend mehrtéagigen
Stehens im Eisschrank 0,33 g wieder ausschieden.

Zur Polarisation dienten zwei Praparate, von denen das
zweite aus der Mutterlauge des ersten erhalten war. Als
Ldsungsmittel benltzten wir wasserfreien Methylalkohol.

1.1,25109 Substanz. Gesamtgewichtder Losung 11,0386g.
Spezifisches Gewicht 0,8495. Prozentgehalt 11,33. Drehung
bei 19° im 2 dm*Rohr bei filtriertem Auerlicht 1,79° nach

rechts. Also [aj™~= T 9,3°.

2. 0,6791 g Substanz. Gesamtgewichtder Ldsung 6,7555 Q.
Spezifisches Gewicht 0,8429. Prozentgehalt 10,05. Drehung
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bei 19° im 2 dm-Rohr bei filtriertem Auerlicht 1,53° nach
rechts. Also [a]"® = + 9,03°.

d-Alanyl-d-glutamin.

1,5 g d-oc-Brompropionyl-d-glutamin wurden mit 10 ccm
wasseriger Ammoniakflussigkeit von 26,7 % Ammoniak 1 Stunde
Im kochenden Wasserbad erhitzt. Die Lo6sung wurde durch
Filtration von einer geringen Tribung befreit, zuerst auf dem
Wasserbad unter einem Ventilator, dann im Vakuum Uber
Schwefelsdure eingeengt, der ammoniakfreie Ruickstand in
Wasser gelést und mit Alkohol bis zur bleibenden Fallung
versetzt. Im Eisschrank erfolgte reichliche Kristallisation.
Die Ausbeute an halogenfreiem Dipeptid betrug 0,87 g = 75°/,
der Theorie. Die Substanz wurde in 12 ccm Wasser gelost
und  langsam mit 30 ccm wasserfreiem Alkohol versetzt, d. h.
bis die Kristallisation begann. Im Eisschrank schieden sich
glitzernde Kristalle in Form von Sdulen und Prismen ab. Sie
wurden fein pulverisiert und im Vakuumexsikkator hei 80"
getrocknet.

0,0873 g Substanz: 0,1421 g CO, und 0,0591 g H20
0,0689 , " nach Kjcldahl : 9,4 ccm u/10-S&ure.
C,HI5N304 (217,154). Ber.: 44,21% C 6,96%H 19,35% N

Gef.: 44,39% C 7,58% H 19,11% N

Die Substanz schmilzt unter Zersetzung bei 2220 C. Sie
besitzt keinen ausgesprochenen Geschmack. Sie l0st sich leicht
in Wasser, nicht in absolutem Alkohol.

Die wasserige Lo6sung rotet Lackmuspapier; sie gibt
(1%ige Losung) keine Biuretreaktion und keine Fallung mit
Sublimat und mit Phosphorwolframsaure.

Zur Polarisation (in wasseriger Losung) dienten zwei
Praparate verschiedener Darstellung.

1. 0,7909 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 7,6925 g.
Spezifisches Gewicht 1,0341. Prozentgehalt 10,28. Drehung
bei 18° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr + 1,98°. Also
Wd' = + 9,3°

2. 0,6438 g Substanz. Gesamtgewicht der Losung 6,9982 g.
Prozentgehalt 9,2. Spezifisches Gewicht 1,0413. Drehung
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bei 18° und filtriertem Auerlicht im 2 dm-Rohr 1,75° nach
rechts. Also [a] d° = + 9,12 °

Mit salpetriger Saure nach van Slyke reagiert nur die
primére Aminogruppe.

0. 0330 geben nach van Slyke bei 10 Minuten langem
Schtteln 4,0 ccm Gas (19,5°, 742 mm)=2,227 mg N = 6,75 % N.
Der Prozentgehalt an primarem Aminostickstoff betragt 6,45,

1-a-Brompropionyl-d-glutamin.

Das zur Synthese dieser Verbindung etforderliche 1-Brompropionyl-
«hlorid war vom d-Alanin aus Uber die 1-Brompropionsaure in derselben
Weise dargestellt worden, wie die entsprechende d-Verbindung.

Das d-Alanin, aus Seide gewonnen, zeigte die spez. Drehung -f 9,35°,
die 1-Brompropionsdure, welche in einer Ausbeute von 72,6% erhalten
wurde, drehte im 1 dm-Rohr bei 17° und Natriumlicht —41,6°. Die
Ausbeute an dem Chlorid betrug 88,7 % der Theorie.

Die Kuppelung und die Isolierung mittelst Essigather
geschah in der bei der Darstellung des d-Brompropionylglutamins
beschriebenen Weise. Die Ausbeute betrug 85% der Theorie.
Die Kristallisation aus Essigather erfolgte in groBen z. T. zu
Rosetten zusammenliegenden Nadeln.

Zur Analyse wurde die aus Wasser umbkristallisierte
Substanz benutzt, welche im Vakuum (ber Schwefelsaure
schnell konstantes Gewicht annahm.

0,1095 g Substanz: 0,1361 gr COf und 0,0472 g H,0
0,1300 , » nach Kjeldahl: 9,36 ccm n/10-S&uret
~éH,3N2Br04 (281,044) Ber.: 34,16%C 4,66%H 9.97%N

Gef.: 33,90%C 4,82%H 10,09%°N

Die Substanz schmilzt bei 132 °C.. Sie l6st sich inWasser.
Athyl- und Methylalkohol, nur wenig in Essigather.

Zur Polarisation dienten zwei aus Essigather kristalli-

sierte Praparate, von denen das zweite aus der Mutterlauge

des ersten erhalten war. Als Loésungsmittel wurde Methyl-

alkohol benutzt.

1. 1,0606 g Substanz. Gesamtgewicht der L6sung 6,8617g.
Spezifisches Gewicht 0,871. Prozentgehalt 15,46. Drehung

hei 19° im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 4,69° nach links.
Als°[*] d* = — 17,42°.
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2. 0,3404 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 6,2494 g.
Spezifisches Gewicht 0,8221 g. Prozentgehalt 5,45. Drehung
bei 19° und Natriumlicht im 2 dm-Bohr 1,55° nach links.
Also [a] lp°= — 17,30°.

Fur die aus Wasser umkristallisierte Substanz wurde
bei derselben Konzentration zuweilen auch ein solcher Wert
erhalten, in andern Fallen aber ein niedrigerer ([a] d =—16,4°),
welcher manchmal auch bei wiederholter Umkristallisation aus
Wasser sich nicht anderte (in drei aufeinanderfolgenden Kri-
stallisationen betrug [a] d—16,4°, —16,64°, —16,43°), in
anderen Fallen aber abnahm. Eine befriedigende Erklarung
fur dieses Verhalten konnen wir nicht geben.

1-Alanyl-d-Glutamin.

Das fir die Darstellung benutzte 1-Brompropionylglutamin
zeigte die spez. Drehung —16,4°. Sie geschah ebenso wie
beim d-Alanylglutamin beschrieben. Wahrend das d-Dipeptid
aufierordentlich leicht kristallisierte, erfolgte die Kristallisation
des 1-Dipeptids sehr langsam und unvollstdandig. Auch beim
Umkristallisieren ergab sich dieselbe Schwierigkeit, so daR
die Ausbeute an reiner Substanz im besten Fall nur 22 % der
theoretischen betrug. Die Kristallisation aus der mit Alkohol
versetzten wasserigen Losung erfolgte in kleinen der Glaswand
anhaftenden Warzen oder in lockeren Nadeln. Im Vakuum

uber Schwefelsaure wird sehr schnell konstantes Gewicht
erreicht.

0,0698 g Substanz: 0,1127 g CO02 und 0,0424 g H,0
0,0381 , . nach Kjeldahl: 5.3 ccm n/l0-Sdure.

CftHiPN304 (217,154) Ber.: 44,21% C 6,96% Il 19,35% N
Gef.: 44,03%C 6,80%H 19,49%N

Die Substanz schmilzt bei 212—213°C. Sie besitzt keinen
ausgesprochenen Geschmack, 10st sich leicht in Wasser, nicht
in absolutem Alkohol. Sie rétet Lackmuspapier und gibt keine
Biuretreaktion.

Sie dreht in wasseriger Losung links. 0,3563 g Substanz.
Gesamtgewicht der Losung 6,3270 g. Prozentgehalt 5,63.
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Spezifisches Gewicht 1,0163. Drehung bei 15' und filtriertem
Auerlicht im 2 dm-Rohr 2,3« nach links. Also fa3 *Dit=  20,1°.

a-Bromisocapronyl-d-glutamin.

5 g fein pulverisiertes Glutamin wurden in einer in Eis
stehenden Stopselflasche mit der molekularen Menge Normal-
natronlauge (34,2 ccm) zusammen- und durch Schiitteln in
Losung gebracht. Dazu kam bei einer Temperatur von 10 °C.
3,2 g inaktives Bromisocapronylbromid (4% uber molekulare
Menge) und 36 ccm Normalnatronlauge, und zwar wurden diese
Mengen aus Buretten in 18 Einzelportionen zugefiigt, jedesmal
0,3 ccm des Bromids und 1,94 ccm der Lauge. Nach jedem
Zusatz wurde 40 Sekunden sehr stark geschiittelt. Bei dem
nun erfolgenden allmahlichen Zusatz von 36 ccm Normalsalz-
saure trat ein Niederschlag auf, der zundchst beim Umschitteln
verschwand, aber nach Zufiigen von etwa 24 ccm bleibend
wuide. Der Niederschlag verdichtete sich allmahlich zu einer
6ligen Masse, die sich am Boden absetzte und tber Nacht zum
giolten Teil kristallisierte (in einem zweiten Versuch erfolgte
keine Kristallisation). Die abgegossene Flissigkeit, deren
Menge 140 ccm betrug und die 2,37° nach links drehte, wurde
6 Stunden im Lindschen Apparat mit Essigather extrahiert.
Nach dieser Zeit war sie optisch inaktiv und enthielt nur noch
86,6 mg Stickstoff. Aus dem Essigather schieden sich im Eis-
schrank 3,8/ g amorpher Substanz ab, aus den eingeengten
Mutterlaugen nochmals 0,91 g und aus der Mutterlauge dieser
,IAusscheidung nach weiterem Einengen 1,07 % ebenfalls amorph
m ganzen wurden also 8,85 g erhalten, d. h. 80% der theoL
tischen Ausbeute, welche 11,06 g betragt. Da von den beiden
IGr die Kuppelung benutzten Substanzen die eine optisch aktiv,
die andere ein inaktives Gemisch von zwei optischen Antipoden
Alar, so muBte bei dieser 50% der Theorie Uberschreitenden
Ausbeute ein Gemisch von zwei stereoisomeren Formen vor-
liegen, deren Trennung wir versucht haben.

Von den erwahnten vier Fraktionen wurden je 0,2548 g
in 5,3 ccm Methylalkohol geldst und im 2 dm-Rohr polarisiert.
Die Drehung betrug bei der ersten Fraktion +0,31°, bei der
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zweiten —1,3°, bei der dritten — 0,85° und bei der vierten
—1,36°. Durch Umkristallisieren der ersten Fraktion wurden
starker rechts drehende Kristallisationen erhalten und auch
aus den amorphen Fraktionen lieRen sich in kleinen Mengen
rechtsdrehende Kristallisationen gewinnen. Da also die Fallung
der Reaktionsflissigkeit mit Salzsaure nicht zu einem einheit-
lichen Korper fuhrte und da die Hauptmenge des Reaktions-
produktes erst durch Extraktion mit Essigather isoliert werden
konnte, so haben wir in den weiteren Versuchen die Reaktions-
flussigkeit sofort in den Lindschen Apparat gebracht und nach
Zusatz der notigen Menge Salzsaure 7—=8 Stunden mit Essig-
ather extrahiert. Wahrend mehrtagigen Stehens bildeten sich
in dom Essigather zuné&chst kristallinische und dann amorphe
Abscheidungen und in der eingeengten Mutterlauge entstanden
weitere amorphe. Durch Umkristallisieren aus Essigather ge-
lang es, von amorphen Beimengungen ganz freie Kristallisationen
zu gewinnen (aus 5 g Glutamin 2-2,5 g). Die Hauptmenge
aber wurde amorph erhalten, und zwar in Form von weillen
Krusten und gallertartigen Massen, die sich nach dem Trocknen
zu einem feinen weil’en Pulver zerreiben lieRen.

1. Kristallisierte Substanz. Sie drehte von Anfang
an rechts in methylalkoholischer Losung. Die Drehung nahm
beim Umkristallisieren aus Wasser zu und wurde nach der
zweiten Umkristallisation konstant. Durch Umkristallisieren
aus Essigather kamen wir zu einer noch starker drehenden
Substanz, die bei weiterem Umkristallisieren ihre Drehungs-
starke bohielt.

Far die Analyse wurde im Schwefelsdurevakuum ge-
trocknet.

0,1213 g Substanz: 0,1807 g CO, und 0,0675 g H,0

0,1094 ” nach Kjeldahl: 6,49 ccin n/l#-Saure

0,0419 , bei der Titration (Phenolphthalein): 1,31 ccm »/,,-Saure

CnH1#NTO4Br (323,092). Ber.: 40,86%C 5,93%H 8,67°/,N M.-Ci. 323.1
Gef.: 40,68*/0C 6,23%H 8,31%N , 320

Die Substanz schmilzt gegen 150° unter Gelbfarbung,

nachdem sie vorher .feucht* geworden ist. Sie l0st sich
leicht in Athyl- und Methylalkohol, wenig in kaltem, gut in
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heillem Wasser, aus dem sie in schonen derben, dichte Aggre-
gate bildenden Prismen kristallisiert. In heillem Essigather
l6st sie sich reichlich. Von 9,5 g, die in 200 ccm kochendem
wasserfreien Essigather geltst waren, schieden sich beim Er-
kalten 7,69 wieder ab, und zwar in denselben Formen.

I70i die Polarisation diente eine methylalkoholische Lésung
zweier Praparate verschiedener Darstellung.

1. 0,4531 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 7,8896 g.
Spezifisches Gewicht 0,8227. Prozentgehalt 5,743. Drehung
bei 100 im 2 dm-Rohr bei filtriertem Auerlicht 1,970 nach rechts.
Also [a] IR° = -h20,8°.

2. 0,5094 g Substanz. Gesamtgewicht der Losung 8,4774 g.
Spezifisches Gewicht 0.8220. Prozentgehalt G,01. Drehung
bei 25° und filtriertem Auerlicht im 2 dm-Rohr 2,03° nach

rechts. Also [a] 2j° = + 20,55°.

Diese Substanz stellt, wie sich spater (S. 78) zeigte, das
reine d-a-Bromisocapronyl-d-glutamin dar.

2. Amorphe Substanz. Sie wird sehr langsam, erst
nach etwa einer Woche, im evakuierten Schwefelsdureexsikkator
konstant.

Zur Analyse dienten zwei verschiedene Préparate.

Préaparat 1.
0.1533 g Substanz: 0,2292 g CO, und 0,0850 H,0
°>0976 i « nach Kjeldahl: 5,7 ccm n/1#-Saure.

0)1304 » " » Pringsheim: 0,0748 g AgBr = 0,0318 g Br
0,0975 " bei der Titration (Phenolphthalein): 3,0 ccm n/,,,-Séure.
Praparat 2.

0,1153 g Substanz: 0,1722 g CO, und 0,0620 g H,0
0,1054 , " nach Kjeldahl: 6,5 ccm n/10-S&ure.
°12['3 o » » Pringsheim: 0,0709 g AgBr = 0,0302 g Br
0,1054 ,, ” bei der Titration: 3,2 ccm n/lQ. Sdure.
t'uH,#N,04Br. Ber.: 40,86%C 5,93%H 8,67%N 24,74%Br M.-G. 323,1
Ge7.:40,78%C 6,20%H 8,187,,N 24,39%Br , 325
40,73%C 6,02°/0H 8,64«/,,N 24,ll«/(IBr , 329

Beide Praparate drehen in methylalkoholischer Losung
links, aber untereinander verschieden und beide schwacher nach
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links als das kristallisierte nach rechts. In ihnen liegen jeden-
falls Gemische von d- und 1-a-Bromisocapronyl-glutamin vor.
Wir haben versucht, von dieser Substanz Salze darzu-
stellen. Kristallisiert erhielten wir nur das Lithiumsalz.
0,1228 g gaben 0,0241 g Li2S04 = 0,0031 g Li.

CnHI8N,04BrLi (329,1). Ber.: 2,13% Li.
Gef.: 2,49% Li.

d-a-Bromisocapronyl-d-glutamin.

Das zur Darstellung dieses Korpers erforderliche d-a-Bromisoeapro-
nylchlorid war nach E. Fischerl)*atis d-a-Bromisocapronsdure und diese’)
aus Formyl-d-leucin gewonnen, welches aus racemischem Leucin nach
E. Fischer und O.Warburg») und E. Fischer) bereitet worden war.
Die spezifische Drehung der d-Bromisocapronsaure betrug -f- 40,45°. Das
Chlorid destillierte bei 0,3 mm Druck bei 40-42°.

6 g fein gepulvertes Glutamin wurden in einer Schiittel-
flasche, in der sich 41 ccm Normalnatronlauge (molekulare
Menge) befanden und die in Eiswasser stand, eingebracht und
durch Schuitteln gelost. Dazu kamen bei einer Temperatur
von 10° C. 9,26 g d-Bromisocapronylchlorid (5—6% Uber mole-
kulare Menge) und 46 ccm Normalnatronlauge in 21 Einzel-
portionen. Nach jedem Zusatz von 0,3 ccm Chlorid und 2,1 ccm
Lauge wurde 40 Sekunden stark geschittelt. Die alkalische
Reaktion ging zu allerletzt in eine saure tber. Die Flussigkeit
wurde in den Lindschen Apparat gebracht, mit 9 ccm funf-
fach normaler Salzsdure versetzt, wobei Niederschlag entstand,
und mit Essigather drei Stunden extrahiert. Der Essigather
blieb im Eisschrank zunéachst klar, auf Reiben mit dem Glasstab
erfolgte aber sofort reichliche Kristallisation, die nach mehreren
Tagen abgesaugt wurde und getrocknet 9,77 g wog = 77,5%
der Theorie. Aus wasserfreiem Essigather umkristallisiert
zeigte die Substanz denselben Schmelzpunkt (gegen 150° C.)
und annédhernd dieselbe Drehung wie die rechtsdrehende kri-
stallisierte Fraktion, die wir aus dem Gemenge der beiden

*) Chem. Ber., Bd. 39, S. 2930 (1906).
*) E. Fischer, Chsm. Ber., Bd. 39, S. 2929 (1906).
*) Chem. Ber., Bd. 38, S. 3997 (1905).
4) Chem. Ber., Bd. 39, S. 2928 (1906).
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optisch isomeren Bromisocapronylglutamine, zu deren Dar-
stellung inaktives Bromisocapronylbromid benutzt worden war,
erhalten hatten (S. 76).

Die Polarisation geschah in methylalkoholischer Lésung.

0,5210 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 8,5377 g.
Spezifisches Gewicht 0,8198. Prozentgehalt 6,10. Drehung
bei 17° im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht4*2,03°. Bei filtrier-
tem Auerlicht war die Ablesung die gleiche. Also [o]I™
= 4 20,29°.

Die Drehung anderte sich nach dem Umkristallisieren nicht.

1-Leucyl-d-glutamin.

4 g d-a-Bromisocapronyl-d-glutamin wurden mit 25 ccm
wasseriger Ammoniakflussigkeit (26,7% NH3) eine Stunde im
kochenden Wasserbad erhitzt. Die klare Flissigkeit wurde
auf schwach erwarmtem Wasserbad unter dem Ventilator ein-
geengt, die ausgeschiedene Kristallmasse abgesaugt und mit
kaltem Wasser gewaschen. Aus der eingeengten Mutterlauge
erfolgte eine weitere Kristallisation. Gesamtausbeute 2 g =
"2,5% der Theorie. Das Produkt wurde fein zerrieben und
in der hundertfachen Menge kochenden Wassers geldst. Aus
der Losung schied sich auf Zusatz des gléichen Volumens
M%igen Alkohols das Leucylglutamin quantitativ wieder ab,
und zwar in feinen geschwungenen sternfOrmig angeordneten
Nadeln oder auch in geraden Stdbchen. Abgesaugt und ge-
trocknet bildet es eine glanzende filzartige, leicht zerreibliche
Masse, die im Vakuum Uber Schwefelsdure schnell konstantes
Gewicht annahm,

0,0896 g Substanz : 0,1669 g COaund 0,0674 g H,0

0,0961 , , :0,1804 , CO, ,, 0,0707 , H,0
0,0420 * .nach Kjeldahl . 4,94 ccm »/10-Saure
0,0419 * , : . 1480 ,, n/lo-

u,,HfIN#O4 (259,194). Ber.:50,93% C 8,17°/,H  16,22% N
Gef.: 50,80% C 8,42% H  16,32'/,, N
» 51,20% C 8,23% H  16,05% N.

Die Substanz schmilzt bei langsamem Erhitzen bei 235
bis 2360 C. Sie hat keinen ausgesprochenen Geschmack. Sie
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I6st sich nur wenig in kaltem Wasser (etwa zu 0,7%), reich-
licher in heilem, nicht in Alkohol, sehr leicht in Alkalien und
Sauren." Die wasserige Losung farbt Lackmuspapier rot, gibt
mit Sublimat und Phosphorwolframsdure keine Fallungen.
Biuretreaktion negativ.

Die Losung in verdunnter Salzsaure zeigt Rechtsdrehung.
0,3581 g Substanz. Gesamtgewicht der Losung, welche auf
1 Molekul Substanz 1*/, M. HCI enthalt, 9,6491 g. Spezifi-
sches Gewicht 1,0132. Prozentgehalt 3,711. Drehung bei
18° im 2 dm-Rohr bei filtriertem Awuerlicht-f 0,95°. Also
[«]?=*+ 12,6

Mit salpetriger Saure nach van Slyke reagiert die pri-
mare Aminogruppe. '

0,0487 Leucylglutamin geben nach van Slyke bei 10 Mi-
nuten langem Schutteln 5,1 ccm Gas (20°, 742 mm) = 2,833 mg
N = 5,82%» Der Prozentgehalt an primarem Aminostickstoff
betragt 5,40.

Ammoniakabspaltung aas ‘Asparagin and Glutamin durch Salzsaure
bei Zimmertemperatur.

Das abgespaltene  Ammoniak wurde hier wie in den
folgenden Versuchen nach Kruger-Reichl) und Schitten-
helm?2) (unter Benutzung von Natriumcblorid, Natriumkarbonat
und Alkohol) im VVakuum abdestilliert und titrimetrisch bestimmt.
Die beiden Amide gaben bei diesem Verfahren kein Am-
moniak ab.

Aus 0,1731 g kristallwasserfreien Asparagins, welche in
10 ccm 20°/0iger Salzsaure gelost waren, wurden in 24 Stun-
den bei niedriger Zimmertemperatur 4.26 mg = 2,46% Am-
moniak abgespalten, aus 0,2006 g Glutamin unter denselben
Bedingungen 11,41 mg =5,7%. Die erhaltene Menge betragt
b*i Asparagin 19,8% der maximalen (12,40%), bei Glutamin
52,3% der maximalen (10,90 %0)&.*

") Diese Zeitschr., Bd. 39, S. 165 (1903).

*) Diese Zeitschr., Bd. 39, S. 73 (1903).

8) Theoretisch ist die maximale Menge Ammoniak aus wasserfreiem
Asparagin 12,90%, aus Glutamin 11,67%» Die von uns benutzten Pra-
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Ammoniakabspaltung aus Gliadin, glutaminhaltigen Polypeptiden
und Glutamin unter den gleichen Bedingungen bei unvollstandiger

Hydrolyse.

Versuch 1. Da die Versuche ganz gleichmaRig durcli-
gefuhrt werden sollten, mufBten wir ein fir alle Substanzen
geeignetes Losungsmittel benutzen. Wir verwendeten 50 \ men
Alkohol, in dem sich Gliadin ohne weiteres, die Polypeptide
und Glutamin sofort auf Zusatz von Salzsaure losen.

Die bis zum konstanten Gewicht getrocknete, abgewogene
Substanzmenge wurde also in einem Kolbchen mit genau 8 ccm
«dl /Oigen Alkohols Ubergossen, in Losung gebracht bzw fein
verteilt, die Losung mit 4 ccm 20%iger Salzsdure (aus der
Burette) versetzt und genau 0 Minuten am RuckfluRkihler
erhitzt. Nachdem die FlUssigkeit mit voller Flamme, zum
Sieden gebracht worden war (1 Minute), wurde sie mit kleiner
Flamme 5 Minuten in lebhaftem Kochen erhalten. Sie wurde
dann in einen Rundkolben (bergefuhrt, bei 0° mit Natron-
lauge bis zur sehwachsanren Reaktion versetzt und der Am-
inoniakbe.stiminung unterworfen.

Die Ausfihrung aller Versuche war bis ins einzelne die
gleiche; Kolbchen, Brenner, Dreifull, Drahtnetz waren immer
dieselben.

0.1166 g Gliadin gaben 4.43mg  2.54* ONHg) 2.05% =, 50% der
0,1793* ~ « 4.00 * 2,07% * Jmaximalen Mengel).
n.I10lo . Glyc.-g’utam.-glyc. 341 =3.38% 13,33% ~ 50.8% der
0.1902- 329 * =3,28% ) maximalen Menge.
0,2031 * Glyc.-glutam. 835 * -4,11% [ 4.07% = 48.5% der
* H 1

0.2013 812 * =4.08% ) maximalen Menge.
0,2016* 1 Leuc.-glutam. 0,30 . =3.13%

0,1010- 3.24 3,21% 3,16% - 48.1% der
0,0980 * 307 * =3,13% j maximalen Menge.

r-at* bombm al,cr ’nr 12-40 >»»e 10.90»/,. offenbar deswegen, weil sie
eine kleine Menge Aspnraginsaure bzw. Glutaminsdure enthielten.

1) Das Gliadin gab bei volliger Hydrolyse in zwei Versuchen 503
und 5,12»/., in, Mittel also 5.10»/. NH, Die maximale Ammoniakabspal-
tung wird schon nach < Minuten langem Kochen mit 20°/oiger Salzsaure
erreicht.

lloppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 6
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0,2045 g Glutamin gaben 19,93 mg=9,75 %NHS
0,2028, , 1959 , =9,66%
02017, . 1942 , =9,63%

9)68% = 88,8°/0 der
maximalen Mengel).

Versuch 2: Die abgewogenen Substanzmengen wurden
in 5 ccm 20%iger Salzsaure gel6st, die Losungen nach 18-
bzw. 22stindigem Stehen bei 20 °C. durch langsamen Zusatz
von Natronlauge bei 0° schwach sauer gemacht und der
Ammoniakbestimmung unterworfen.

a) Nach 18 Stunden:

0,0892 g Gliadin gaben 1,7 mg =1,91% NH, = 37571 §
0,0999 * Glyc.-glutam.-glyc , 251 . -2,51% , = 38,47, wg&
0,0998 , I-Leuc.-glutam. , 255 , =256% r =390»., 1S
0,0997 , Glutamin ., 613 , =615% , =5647,] -
b) Nach 22 Stunden:

0,1025 g Gliadin gaben 2,04 mg= 1,99 °/) NHS = 39,0%'

0,1002 , Glyc.-glutam.-glyc. , 256 , =2,65% , =38,9%

0,1000 ,, I-Leuc.-glutam. . 255, =255% , =38,8%

0,1002 ,, Glutamin r 630, -629% , =57,7%.

") Die maximale Menge NH8, welche das von uns benutzte Gluta-
min lieferte, betrug 10,90% (siehe oben S. 80, FuRnote 3).
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