Nachweis von Pyrrolkorpern in den Proteinstoffen,

Von

N. Troensegaard, Kopenhagen.

(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1920.)

Im Jahre 1901 zeigte NencKki in Petersburg, dal} im Hamin
des Blutes und im Chlorophyll der Pflanzen Pyrrolverbin-
dungen einen sehr wesentlichen Teil ausmachen’). Nencki
hatte schon 1896 die Ansicht ausgesprochen, dald diese beiden
Stoffe eine gleichartige Zusammensetzung hatten, und dal} die
Proteinstoffe dhnliche Verbindungen enthalten muften?). Nach-
dem er im Jahre 1901 Pyrrolkorper im Hamin und Chlorophyll
nachgewiesen hatte, sah er seine nachste Aufgabe darin, die-
selbe Spaltungsmethode an dem animalischen Melanin, dem
Bilirubin und besonders an gewissen Substitutionsprodukten
der Proteinstoffe zu versuchen8). Nencki benutzte zu seinen
Spaltungen eine Mischung von konzentrierter waldriger Jod-
wasserstoffsaure, Eisessig-Jodwasserstoff und Phosphonium-
jodid. Er erreichte sein Ziel nicht; ein friher Tod machte
seinem Lebenswerk éin Ende. Erst im Jahre 1912 wiesen
H. Fischer und ROse das Vorhandensein von Pyrrolen im
Bilirubin nach4). Nenckis Anschauung ist oft umstritten
worden; so ist W. Kuster 1913 mit Nencki der gleichen
Ansichtt), wahrend Willstatter dieser Ansicht nicht bei-
treten kann, bevor mehr Anhaltspunkte vorliegen8). Es ist

*) Nencki nnd Zaleski Bd. 34, S. 997 (1901); Nencki und Mar-
chelewsky Bd. 34, 8.1687 (1901).

*) Nencki Bd. 29, S. 2877 (1896).

*) Nencki und Zaleski Bd. 34, S. 1010 (1901).

4y H. Fischer, Rose Bd. 45, S. 3274 (1912).

5) W. Kuster H. 88, 8.384 (1913).

#) Willstatter und Stoll, Untersuchungen tber Chlorophyll 8. 5.
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bis jetzt nicht gelungen, durch chemische Spaltungsmethoden
ungesattigte Pyrrole aus den Proteinstoffen herzustellen.

Nenckis Hypothese stimiftt mit einer Anschauung tberein,
die ich mir von der Zusammensetzung der Proteinstoffe ge-
bildet habe, namlich daf diese grotenteils aus heterocyclischen
Hingen aufgebaut sind, die durch S&uren, Alkalien und Enzyme
leicht gespalten werden konnen, wie ich annehme, weil ein
groRerer Teil vom Sauerstoff der Proteinstoffe in den hetero-
cyclischen Ringen als Hydroxyl vorhanden ist. Solches Hydr-
oxyl veranlaRt ndmlich erfahrungsgemaR eine auflerst leichte
Aufspaltung der heterocyclischen Ringe; es ist anzunehmen,
dall diese Ringspaltung auf gleiche Weise geschieht, sowohl
bei S&ure- wie bei Enzymwirkung, wobei sich Aminosauren
bilden.

Die heterocyclischen Verbindungen, auf die ich meine
Aufmerksamkeit gerichtet habe, sind Glyoxalin, Pyridin und
PyrrolVerbindungen. Pyrrolkdrper nachzuweisen, ist der Haupt-
zweck dieser Arbeit gewesen.

Glyoxalinverbindungen sind schon unter den Spaltungs-
produkten der Proteinstoffe als Histidin») und als eine Nitro-
karbonsaure von Glyoxaling) gefunden worden.

Gesattigte Pyrrolringe8) befinden sich im Prolin und Oxy-
prolind).

Ich bin zu dieser Arbeit geflhrt worden, indem sich mir
vor ungefahr 20 Jahren bei einer zufélligen Reduktion vom
Proteinstoff des Weizens, dem Gliadin, grofe Mengen von
Indigo und Skatol bildeten. Der Indigo entstand nach be-
endeter Reduktion dadurch, dald die Luft eine ausgeschiedene
weile Substanz oxydierte, ein Prozel3, den zu wiederholen
mir jedoch nicht gelungen ist.

Meine Arbeitshypothese stiitze ich auf verschiedene Uber-
legungen. 1) Es scheint nahezuliegen, ungesattigte Pyrrol-
derivate im Proteinstoff des Weizens zu suchen, denn wenn

*) A. Eossel H. 22, 8. 182 (1896).

*) Carl Th. Moérner H. 101, S. 15.

*) Emil Fischer H. 33, S. 151, 163 (1901).

) Emil Fischer Bd. 35, S. 2660 (1902); H. 89, 8.157 (1903).
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das Weizenkorn keimt, ist es sogleich imstande, Chlorophyll
aus seinem Proteinstoff zu bilden. DalR die Lebensfunktion
Im Weizenkorn wahrend des Keimens die gesattigte aliphatische
Aminoséure in ungesattigte labile Pyrrolverbindungen umbilden
sollte, finde ich unwahrscheinlich. 2) Von den organischen
Verbindungen der drei Hauptgruppen, aus denen sich der
lebendige Organismus aufbaut, ndmlich Kohlehydraten, Fetten
und Proteinstoffen, zeigen die zwei ersten Gruppen eine grol3e
Ubereinstimmung in der Zusammensetzung der Spaltungs-

produkte, wahrend die Spaltungsprodukte der Proteinstoffe
hdchst ungleich sind.

Die Mannigfaltigkeit und Ungleichheit der Spaltungs-
produkte stimmt sehr schlecht mit der groRRen Gleichartigkeit
tberein, die man in der elementaren Zusammensetzung der
Proteinst >ffe findet; besonders habe ich es merkwdrdig ge-
funden, wenn der Stickstoffgehalt der Aminosauren von 8%
Im Tyrosin bis zu 32°0 im Arginin variiert, dald man dann
keine genuinen Proteinstoffe gefunden hat, deren Stickstoff-
gehalt sich diesen Grenzzahlen néahert.

Auch muB auf die Schwierigkeiten hingewiesen werden,
bei verschiedenen Spaltungen, gleichartige Analysenresultate
der Spaltungsprodukte eines Proteinstoffes zu erhalten.

Es ist auffallend, dal die Aminogruppen in den alipha-
tischen Aminosauren meistens in der a-Stellung stehen. Dieses
Verhéltnis kann eine wahrscheinliche Erklarung durch die
Hypothese erhalten, dal die Aminosauren durch Spaltung von

labilen Oxypyrrolen entstehen.
In Ubereinstimmung mit Pilotys Formeln fir Hamin

und Bilirubin (vgl. Formel | S. 89) kann man annehmen, dal
das Proteinmolekil Ringsysteme enthalt, die aus drei Oxy-
pyrrolkernen zusammengesetzt sind, wie in Formel Il an-
gedeutet; ein Benzolring entsteht dann als innerer Kern. Aus
einem solchen Korper konnen aliphatische Aminosauren mittels
Hydrolyse abgespalten werden, indem ftr jeden Oxypyrrolring,
der gespalten wird, zwei Molekile Wasser aufgenommen
werden. Nach dem aus Formel Il angedeuteten Zersetzungs-
schema bildet sich dann Alanin. Wenn die markierte Methyl-
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gruppe durch Homologe des Methyls ersetzt ist, werden andere
aliphatische a-Aminosauren hieraus abgeleitet. Gleichzeitig
erklart die Formel Il das Vorhandensein des Benzolringes in
den Spaltungsprodukten der Proteinstoffe. Ebenso sieht man,
dal} Asparaginsaure und Glutaminsaure abgespalten werden

konnen, falls man die Oxypyrrole durch Oxyphonopyrrolcarbon-
sauien ersetzt.

Formel I:
Ringsystem im Hamin nach Pilotyl).*
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Provisorisches Modell des Ringsystems der Proteine.

Man kann sich das Entstehen des Histidins denken, falls
ein Wasserstoffatom in der Methylgruppe des Pyrrols durch
einen Glyoxalinring ersetzt wird. Das Entstehen von Phenyl-
alanin und Tyrosin ist denkbar bei der Spaltung von drei-
kernigen Oxypyrrolsystemen durch Abspaltung zweier Pyrrol-
reste. Die Anwesenheit des Tryptophans in den Spaltungs-

)) Piloty, Stock und Dormann A. 406, S. 353 und 356.
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Produkten der Proteinstoffe laRt sich auch durch dieselbe
Theorie erklaren, und auch meine Beobachtung der Bildung
grolRerer Mengen von Indigo und Skatol bei Reduktion des
Gliadins und ihre Bildung durch Alkalischmelze stltzt die An-
schauung, dall die Aminosauren Spaltstiicke von Oxypyrrolen
sind. Die Aufstellung der bestimmten Trioxypyrrolformel 11
ist natlrlich nur geschehen, um meinen Gedankengang klar-
zulegen, und nicht in der Meinung, dal} die Zusammensetzung
der Eiweil3kOorper gerade durch sie genau ausgedrickt werden
sollte. Ich bin durchaus damit vertraut, da nicht bei den
3-Oxyindolen sondern bei den a-Oxyindolen sich der Pyrrol-
ring durch Alkalien 6ffnen lafit; wie die Spaltung geschieht,
wenn drei Oxypyrrolkerne vorhanden sind, ist jedoch unbe-
kannt. Mein Hinweis auf Pilotys Pyranthracensysteme im
Hamin berechtigt mich einigermal3en dazu, meine Theorie auf-
zustellen, insofern sich ungesattigte Pyrrolkorper in den Pro-
teinstoffen nachweisen lassen. Dies ist mir auch gelungen.
Wenn man Proteinstoffe spalten will, um ungesattigte
Pyrrole nachzuweisen, muf3 die Spaltung so unternommen
werden, dall man die Aussicht hat, eventuell entstandene Pyr-
rolkdrper isolieren zu konnen; deshalb sind die bis jetzt an-

gewandten Spaltungsmethoden flr Proteinstoflfe unanwendbar.
Ich habe mich besonders mit dem fir den Weizen typi-

schen Proteinstoflf Gliadin And mit Gelatine beschaftigt, die
beide als die am einfachsten zusammengesetzten Proteinstofie
betrachtet werden miussen. Teils durch Kjeldahls!) und Os-
bornes?), teils durch Groh und Friedls3) Untersuchungen
Ist erwiesen worden, dal® Gliadin aus einem einzigen Protein-
stoff bestenht.

Um die Zersetzung eventuell gebildeter Pyrrolverbin-
dungen zu umgehen, habe ich mich bemiht, wasserhaltige

O Kjeldahl, Bied. Central. Bd. 25, S. 197—199 (1896); Meddelesei
fra Carlsberglaboratoriet Bind Y, XII (1903).

*) Osborne and Vorhees, Amer. Chem. Journ. Bd. 15, 8. 392
(1893).

3) Groh und Gustav Friedl, Biochem. Zeitschr. Bd. 66, 8. 154
bis 164 (1914).
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Losungsmittel zu vermeiden®* und habe versucht* Radikale ein-
zufihren, welche die Pyrrolgruppen wahrend der Spaltung
stabilisieren konnen. Da saure Radikale die Pyrrolkorper
stabilisieren, wahrend basische Radikale in entgegengesetzter
Weise wirken, durfte eine Acetylierung zweckmalfiig sein.
Die Proteinstoffe, die ich untersucht habe, laSsfeh sich jedoch
nicht direkt acetylieren; nachdem sie aber in wasserfreiem
Inethylalkoholischen Kali gel6st worden sind, gelingt es leicht.

Gliadin I6st sich recht schnell im wasserfreien methyl-
alkoholischen Kuli, besonders wenn es bei 130° getrocknet
worden ist und das Kalihydrat durch Schmelzen annahernd
entwassert ist. Bel der Ldsung im wasserfreien methylalko-
holischen Kali entwickelt sich im Gegensatz zu dem Ver-
halten bei der Losung in wasserhaltigem Kali kein Am-
moniak; erst bei langerem Kochen werden geringe Mengen
entwickelt.

Die methylalkoholische Gliadinlésung wird von Athyl- und
Amylalkohol nicht geféallt und der Methylalkohol kann nach
dem Zusatz von Athyl- oder Amylalkohol abdestilliert werden,
ohne dalR der Proteinstoff geféallt wird. Das Kalihydrat in
der methylalkoholischen LoOsung laf3t sich mittels Essigester
und einigem Kochen neutralisieren; man entgeht dadurch der
Wasserbildung. Eine Neutralisierung mit Kohlensaure oder
anderen Sauren ist nicht anwendbar, da der Proteinstoff mit
denselben reagiert und ganzlich oder teilweise gefallt wird.

Die neutralisierte methylalkoholische Ldsung wird im Va-
kuum eingedampft und auf gewohnliche Weise mit wasser-
freiem, essigsaurem Natron und Essigsaureanhydrid acetyliert.
Das acetylierte Gliadin wird in Chloroform geldst, indem die
Feuchtigkeit der Luft ferngehalten wird; man a3t es 24
Stunden in einem Eisschrank stehen, wobei eine Verbindung
CH3COOK, (CH3C0)aOl) gefallt wird. Das acetylierte Gliadin
wird mit wasserfreiem Ather gefallt und gut ausgewaschen.

Das acetylierte Gliadin 14t sich in Eisessig, Pyridin,
Chloroform und Methylalkohol I6sen, dagegen nicht in Wasser.

*) H. Frauzen, Bd. 41, S. 3641.
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Durch Behandlung mit Wasser wird es zersetzt und in Chloro-
form unldslich. Ca. 3% des gesamten Stickstoffes lassen sich
nach van Slykes Methoden als Aminostickstoff bestimmen.

Das acetylierte Gliadin enthalt von 0,3 bis 1,02 aquivalente
Acetyl fur je einen Stickstoff; die eingefihrte Menge hangt
davon ab, wie lange man mit Methylalkohol und mit Essig-
saureanhydrid kocht. Kocht man V2 Stunde mit Methylalkohol
und 8 Minuten mit Essigsaureanhydrid, so erhalt man ein
Produkt, welches 36,8% Acetyl und 11,7% Stickstoff ent-
halt, oder anndhernd ein Acetyl flr jedes Stickstoffatom. Das
iIm Vakuum getrocknete acetylierte Gliadin verliert bei Er-
hitzen bis 110° im Hochvakuum 6—10% im Gewicht, teils
Ather, teils ein Teil des gebundenen Acetyls; man muf des-
halb sowohl Erwarmung als Feuchtigkeit vermeiden.

Das mit hdchst verschiedenen Prozentzahlen Acetyl ace-
tylierte Gliadin enthalt anndhernd dieselbe Menge Stickstoff,
namlich ca. 11,7%; es mussen also bei der Acetylierung kohlen-
stoffhaltige 6der sauerstoffhaltige Teile aus dem methylierten
Gliadin verschwinden, die dem Gewicht nach das hinzukom-
mende Acetyl aquivalieren mussen.

Lost man das acetylierte Gliadin in wasserfreier Essig-
saure ohne Erwarmung und fallt es mit Jodwasserstoff, der
In Essigsaure gelost ist, so wird ein Jodid Kristallinischen
Charakters unter teilweiser Abspaltung von Acetyl oder Acetat
gefallt. Dieses Jodid lafidt sich in Pyridin und Alkohol 10sen,
dagegen nicht in Wasser, welches es nach einiger Zeit zer-
setzt. Solche Jodide werden sich sicher zu einem genaueren
Studium der Proteinstoffe eignen.

Sucht man das Jodid des Gliadins durch teilweise L0sung
in Methylalkohol zu fraktionieren, so gibt es keinen grofderen
Unterschied zwischen dem Jod- und Stickstoffgehalt der beiden
Fraktionen.

Das Jodid ertrug Erhitzen bis zu 100° im Hochvakuum
und verlor dadurch 3% an Gewicht. Obengenanntes ace-
tyliertes Gliadin mit 36,8% Acetyl ergab ein Jodid, das
10,09 Acetyl und 9,53% Stickstoff enthielt.

Alle die Proteinstoffe, die ich untersucht habe, lassen sich
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In obengenannter Weise in Methylalkohol l6sen, acetylieren
und mit Jodwasserstoff fallen; bei einigen ist das Jodid in
Essigsaure-Jodwasserstoff 10slich, kann dann aber mit wasser-
freiem Ather gefallt werden.

Um die gewinschten Pyrrole zu erhalten, 16st man das
acetylierte Gliadin in wasserfreier Essigsaure; am besten -be-
nutzt inan Praparate mit 17—27% Acetyl, also nicht vollig
acetylierte. Danach wird mit 40% Eisessig-Jod Wasserstoff
gefallt. Beim Erwarmen in einem Wasserbad l6st sich das
zuerst ausgeschiedene Jodid, bei weiterer Erwarmung wah- -
rend 5 Minuten beginnt aber ein anderes Jodid sich abzu-
scheiden; in diesem Augenblick setzt man tropfenweise eine
geringe Menge konzentrierte walrige Jodwasserstoffsaure
hinzu; so viel, dal die zweite Abscheidung verhindert wird;
danach erwarmt man es im kochenden Wasserbad 10 Minuten
lang, entfernt darauf das abgeschiedene Jod mit Phosphonium-
jodid und moglichst wenig Wasser. Die Losung ist klar
und es finden keine Melaninbildungen statt, selbst bei star-
kerem Erhitzen mit dem Jodwasserstoff. Die Melaninbildung
bei gewohnlicher Saurenspaltung stammt wahrscheinlich von
den jetzt nachgewiesenen Pyrrolen. Man kuhlt die Ldsung
mit Eis, verddnnt mit dem gleichen Volumen Wasser und neu-
tralisiert unter Eiskihlung mit Kjeldahl-Natron zu schwach
alkalischer Reaktion. Die gesuchten Pyrrolkorper lassen sich
dann mittels Uberhitztem Wasserdampf abdestillieren.

Sie haben die charakteristischen Eigenschaften der Pyr-
role, indem sie schwache Basen sind, die sich nicht mit Lack-
mus titrieren lassen, in Wasser schwer I6slich sind und mit
Ather daraus ausgeschuttelt werden konnen. L&aRt man sie
In verdlnnter Schwefelsaure stehen, entsteht ein orangegelber
Niederschlag, sie verleihen einem mit Salzsaure befeuchteten
Fichtenspan eine stark rote Farbe und geben die charak-
teristische Pyrrolreaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd.

Die entstandenen Pyrrolbasen sind Mischungen verschie-
dener PyrrolkOrper, denn wenn einem eine gute Pyrre&us-

scheidung gelingt und man bei der Dampfdestillation in zwei
Fraktionen fraktioniert, so zeigen diese deutlich verschiedene
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Farben bei der Aldehydreaktion und geben auch verschiedene
Absorpiionsspektra im. Spektroskop. Ein ganz kleiner Teil

der Pyrrolkorper geht nicht mit den Wasserdampfen Uber,
kann aber mit Ather ausgescbuttelt werden; diese 3. Frak-

tion gibt eine stark weinrote Aldehydreaktion”™ und wieder ein

verandertes Absorptionsspektrum. n

Die gro3te Menge Pyrrolkdrper, die ictf~erlangt habe,
macht 6%. des gesamten Stickstoffes aus; da aber verschie-
dene Umstadnde beim Spaltungsprozeld darauf deuten, dald die
Pyrrolkdrper als Spaltungsprodukte groRerer, sehr labiler
Komplexe entstehen, so erwarte ich, dal} spater bedeutend
mehr Pyrrolkerne nachgewiesen werden konnen. Die Bildung
der Pyrrole ist namlich dadurch bedingt, dall man bei der
Neutralisation der waldrigen, essigsauren Jodwasserstofflésung
mit Natron eine Olhaltige Ausscheidung erhalt, lange bevor
die L6sung alkalisch wird; hat man erst die Neutralisierung
erreicht und die Losung schwach alkalisch gemacht, klart
sich die Flussigkeit ab, und die Pyrrolkdrper entstehen, indem
die Flussigkeit deutlich nach Dippels Ol riecht.

Die labile Olartige Ausscheidung in saurer Flussigkeit ist
wie die Phonopyrrolkarbonsaure in Ather I10slich, laf3t sich

aber sehr schwer festhalten.

Die Empfindlichkeit bei der Reaktion des Pyrrolnach-
wcises gegentber Anwesenheit von Wasser ist dadurch cha-
rakterisiert, dal} das Entstehen der Pyrrolkdrper ausbleibt,
falls die Essigsaure, die man zur Losung und zum Jodwasser-
stoff gebraucht, 3%0 Wasser enthalt.

Das Hamoglobin enthalt 90% Globin und 10% H&amin,
und es ware ein ansprechender Gedanke, wenn das Gliadin
eine ahnliche Menge PyrrolVerbindungen enthielte; allein wenn
die Spaltung naher geprift wird, werden sicher groRere
Mengen Pyrrolverbindungen konstatiert werden.  GroRere
Pyrrolkomplexe zu spalten bereitet immer grofR3e Schwierig-
keiten, die gesteigert werden, wenn Jod und Sauerstoff fort-
geschafft werden sollen; es spielen gleichzeitig so viele vari-
lerende Faktoren mit, namentlich kann man nicht erwarten,
alles Jod bei der kurzen Erwarmung abspalten zu konnen.
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Ehe ich an diese Arbeit ging, habe ich andere Wege
versucht, um Pyrrole im Proteinstoff nachzuweisen, und
es Ist mir auch gelungen, Pyrrole nachzuweisen, indem ich
eine amylalkoholische Ldsung von Gelatine mit Natrium
hydrierte.

Die gereinigte Gelatine wird im Vakuum dber Schwefel-
sdure, danach in schwachem Woasserstoffstrom und Vakuum
bei langsam steigender Temperatur bis zu 160° getrocknet.
Die Gelatine darf in dem darin vorhandenen Wasser nicht
schmelzen. Einige Gramm der auf diese Weise getrockneten Ge-
latine und eine gleiche Menge nicht getrockneter Gelatine
unter Rucksichtnahme auf den Wassergehalt — wurde im
gleichen Wasserbad mit gleichem Quantum Natriumhydroxyd-
losung hydrolyisiert. Es zeigte sich, dal’ die Losungen gleich-
viel Aminostiekstoff, durch van Slykes Methode bestimmt,
enthielten, so dal} ich annehme, dal} die stattgefundene Trock-
nung keine durchgreifenden Veranderungen in der Zusammen-
setzung der Gelatine veranlaf3t hat.

30 g der getrockneten Gelatine werden in wasserfreiem,
methylalkoholischem Kali gel6st, das Kalihydrat mit Essigester
neutralisiert. Man setzt ein wenig Amylalkohol hinzu und
destilliert den Methylalkohol ab. Die breiartige Masse [3st
man in wasserfreiem Amylalkohol und hydriert mit Natrium.
Von samtlichem Stickstoff in der methylalkoholischen Ldsung
waren 3°/o als Aminostiekstoff — nach der van Slykeschen
Methode bestimmt — vorhanden.. Wurde nicht getrocknete
Gelatine benutzt, fand sich bedeutend mehr Aminostiekstoff
vor. Man neutralisiert die hydrierte Losung mit Kohlensaure,
spaltet sie mit Wasser und schuttelt sie mit Ather aus. Die
atherische amylalkoholische Schicht wird mit Wasser ausge-
schittelt, unter anderem, um das letzte Alkali und die Basen
fortzuschaffen, die auch in Wasser l6slich sind. Der Ather
und der Amylalkohol mit Pyrrolen wurden abdestilliert, letz-
terer im Vakuum und schwachem Wasserstoffstrom; die nicht
flichtigen Pyrrolbasen lassen sich dann in Ather losen. Sie
zeigen die gewohnlichen Pyrrolreaktionen. Es entsteht' ein
Gemisch von Pyrrolkdrpern, sowohl von flissigen als festen,
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die meisten flissigen gehen mit dem Amylalkohol Uber und
werden mit Saure aufgenommen.

UnterlaBt man es, die amylalkoholische Schicht mit
Wasser auszuschutteln, so erhalt man auch starkere Basen,
die in Ather unl6slich, dagegen in absolutem Alkohol l&slich
sind; ich vermute, dal es Pyrroline sind.

Ich habe auch 10°/0 Athylalkohol in Amylalkohol ange-
wandt.

3.2% des gesamten Stickstoffes gewann ich als Pyrrol.
Man kann bei dieser Spaltungsmethode keinen grofRen Ertrag
erwarten.

Bei der Hydrierung entwickelte sich Ammoniak, 4-6 %
der gesamten Stickstoffmenge entsprechend.

Zu der wéalrigen Schicht, die vom Amylalkohol getrennt
Ist, wurden 60 ccm n. NaOH gesetzt. Die Losung wurde im
Vakuum bis zur Trockenheit eingedampft, gegen Ende in
schwachem Wasserstoffstrom, um das Wasser zu entfernen.
3 ccm-normal Base, die weder Ammoniak noch primares Amin
enthielt, wurden abdestilliert, und die Salzmasse wurde mit
absolutem Alkohol ausgezogen. Aus der alkoholischen Losung
wurden Kali und Natrium mit einem UberschuR von 50°/0
Schwefelsaure gefallt. Das Filtrat wurde, um die Essigsaure
zu entfernen, im Vakuum eingedampft. Die Masse wurde in
Wasser gel6st, und die Schwefelsdaure wurde mit berechnetem
Barytwasser geféllt. Das Filtrat wurde eingedampft und war
fast vollstandig l6slich in absolutem Alkohol. 60 °/o des Stick-
stoffes der urspringlichen walrigen Losung waren darnach in
Alkohollésung. Von diesem Stickstoff waren 52,5% formol-
titrierbar nach S6rensens Formoltitriermethode fir Amino-
stick8toff, wahrend nach van Slykes Methode nur 36,1% zu
bestimmen waren. Der in Alkohol ungelOste Stickstoff ergab
66,4 % formoltitrierbaren und 53,0% van Slykeschen Stick-
stoff.

Dieser Unterschied, der bedeutend grolder ist als bei ge-
wohnlichen Saurespaltungen, mul3 mehreren hydrierten, hetero-
cyclischen Ringen, Pyrrolin- oder Pyrrolidin-Derivaten zu-
geschrieben werden; diese lassen sich namlich nicht durch
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van Slykes Methode bestimmen, sind aber im wesentlichen

formoltitrierbar. Dies gibt auch flr meine Theorie einen vor-
ldufigen Stltzpunkt ab.

Unter den Basen, die gebildet werden, finden sich keine
primaren Amine; die Carbylaminreaktion war negativ.

Aus dem Angefihrten geht hervor, dal} die Spaltungs-
produkte sich nicht wie die Saurespaltungsprodukte verhalten.

Experimenteller Teil.

Herstellung von Gliadin. Man knete nordamerikani-
schen Frihjahrsweizen zu einem Teig und wasche das Gluten
In einer groRen Zentrifuge oder beim Kneten unter rinnendem
Wasser aus. Wenn die meiste Starke ausgewaschen ist, knete
man das Gluten einige Male reichlich in eiskaltem, destillier-
tem Wasser. Dann reile man das Gluten in kleinere Stlcke
und bringe es in Athylalkohol von einer solchen Stirke, daf
es 60°/o Alkohol enthalt, wenn das Wasser im Gluten mit-
gerechnet wird. Darauf lasse man es einige Tage bei 25 bis
35° stehen und schittele es haufig.

Die LOsung wird abgegossen und die Behandlung, des
Glutens mit neuem Alkohol etliche Male wiederholt. Die
Losungen werden bei ca. 80 einige Tage hingestellt, wodurch
sich ein Bodensatz sammelt, und nach Dekantierung davon
werden sie filtriert. Aus den Losungen wird dann das Gliadin
In Kaltemischungen ausgefroren. Die alkoholische Mutter-
lauge, welche noch einen kleinen Teil Gliadin enthielt, kann
danach zu neuem Auszug benutzt werden.

Das ausgefrorene Gliadin behandle man danach mit Ather,
bis alles Ol gelost ist.

Das Gliadin wird dann nochmals in 60°/oigem Alkohol
gelost, filtriert und ausgefroren. Dies wiederholt man hoch
einmal, nachdem das Gliadin mit reichlich eiskaltem, destil-
liertem Wasser durchgeknetet worden ist. Das zuletzt/aus-
gefrorene Gliadin knete man zu wiederholten Malen mit ab-
solutem Alkohol, damit es trockne, lasse es schlie3lich ein
paar Tage mit absolutem Alkohol stehen, trockne es danach
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teilweise im Vakuum Uber Schwefelsdure, Um die Zeit, wo
das Gliadin eine Pasta, etwas trockener als Béckereihefe,
bildet, 1413t es sich leicht pulverisieren, und man siebt es dann
durch Miullergaze Nr. 11 oder 12; wird es zu alkoholfrei oder
nimmt es etwas Feuchtigkeit auf, ist es sehr schwer zu pul-
verisieren.

Das Verfahren ist zum Teil nach Kjeldahl.

Die angewandte Gelatine wurde aus franzosischer Han-
delsware mit der Marke ,Gold“ dargestellt. Die Gelatine

wurde an Metallfaden in einem Glasgefal? aufgehéngt, wo sie
mit kaltem, toluolhaltigemWasser ausgewaschen wurde, welches

dreimal vorsichtig erneuert wurde. Nach 2 Tagen wurde sie
auf einem Netz und darauf Uber Schwefelsdure schnell ge-
trocknet. Der Aschengehalt in der Gelatine sank von 1,2%
bis 0,3%. Die ausgewaschene Gelatine l6st sich in methyl-
alkoholischem Kali schneller als die nicht ausgewaschene, und
zwar fast vollstandig klar.

Der Methylalkohol wurde durch Destillation mit Kali-
hydrat, nachher mit Calcium gereinigt.

Das Kalihydrat wurde durch Schmelzen in einem Silber-
tiegel teilweise entwassert.

Was die Essigsaure betrifft, ist Kahlbaums Essigsaure

frei von hoheren Homologen — benutzt worden; diese
enthalt 0,3—0,4% Wasser und wurde in einem Kolben mit
daraufgeschliffenem Kihler 4 Stunden mit 5%igem Essig-
saureanhydrid gekocht. In der Essigsaure befand sich danach
ein kleiner Uberschull an Essigsdureanhydrid. Der Jodwasser-

stoff ist nach Travers (Experimentelle Untersuchung von
Gasen) hergestellt worden.

Es wurde daftr gesorgt, dal die Feuchtigkeit und der
Sauerstoff der Luft wahrend der Absorption vom Jodwasser-
stoff in der Essigsaure ferngebalten wurde. Die Essigsaure
enthielt 45% HJ; sie wurde so aufbewahrt, dal} sich die
Feuchtigkeit der Luft fernhalten lieR; eine Uberbindung mit
Gummihaube ist notwendig.

Um Pyrrolbasen vom Gliadin abzuspalten, wendet man
Gliadin an, das im Vakuum bei 70° und schwachem Wasser-
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stoffstrom vorsichtig getrocknet worden ist. Wenn man
Gliadin anwendet, welches vorsichtig bei 130° getrocknet ist,
|0st dieses sich schneller. Ob das stark getrocknete Gliadin
vorzuziehen ist, missen spatere Veérsuche zeigen.

Man ruahrt 20 g pulverisiertes Gliadin in 60 ccm wasser-
freiem Methylalkohol auf, setzt 140 ccm wasserfreien 0,8%igen
normalen methylalkoholischen Kali hinzu und kocht 15 Minuten
auf dem Wasserbad. Die Dauer des Kochens richtet sich

einigermalRen nach der groBeren oder geringeren Feinheit
des Gliadins.

Man neutralisiert das Kalihydrat mit 20 g wasserfreiem
Lssigester und kocht es leise in 10 Minuten. Bei der Kihlung
wird eine geringe Menge Stoff gefallt, welcher durch Filtrie-
rung entfernt wird. Setzt man mehr Methylalkohol hinzu,
veranlalBt er eine verhaltnismaldig geringe Ausscheidung.

Die Ldsung wird im Vakuum bei 60° bis zur Trockenheit
eingedampft. Vor Schluf entfernt man den letzten Methyl-
alkohol bei schwachem Wasserstoffstrom.

20 g frisch entwassertes, pulverisiertes, essigsaures Natron
wird zugesetzt und danach 10 Minuten lang in einem Glycerin-
bad bei 130° mit 80 ccm Essigsdureanhydrid (vorher bis zum
Kochpunkt erwdrmt) acetyliert. Es entsteht reichlich essig-%
saures Methyl. Man destilliert das Essigsaureanhydrid im
Vakuum anndhernd ab und I6st das acetylierte Gliadin bei
schwacher Wéarme in trocknem Chloroform. Diese Lo&sung
wird Uber Nacht in einen Eisschrank gestellt, ohne filtriert
zu werden; eine Verbindung von essigsaurem Kali und Essig-

saureanhydrid wird ausgeschieden. Nach der Filtrierung wird
mit wasserfreiem Ather gefallt, den Ather entfernt man im

Vakuum. Man muBl schnell arbeiten, um Wasseraufsaugung
zu verhindern, da diese Essigsdure abspaltet; ist der Stoff
erst atherfrei, ist er nicht so geneigt, Wasser aufzunehmen.

Um das vollig acetylierte Gliadin mit einem Acetyl fir
je einen Stickstoff zu erhalten, kocht man ein wenig lénger

mit methylalkoholischem Kali und acetyliert etwas langer;

es gelingt jedoch nicht immer, den vollig acetylierten Stoff
herzustellen.

>
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Die Acetylbestimraung wurde nach Wenzels Methodel)
vorgenommen. 0,4 g Stoff wurden 1*/* Stunden in kochendem
Wasser mit 3 ccm Schwefelsdure (2 + 1) und weiteren 3 ccm
Wasser hydrolysiert. Bei Acetylbestimmungen im Jodid wurde
Ag2S04 hinzugesetzt. Bei den Acetylbestimmungen entstand
eine sehr geringe Menge schwefelige Saure allein, ohne auf
das Resultat zu influieren. Oben angefiihrte Analyse gab
0,005 ccm normal schwefelige Saure. Lackmus wurde als In-
dikator benutzt.

Das acetylierte Gliadin enthielt eine recht grole Menge

, Er AN im Vakuum mit einiger Essig-
saure oder Anhydrid verschwindet.

Aus der beigeflgten Tabelle sieht man einige Versuchs-
resultate; trotz des sehr variierenden Acetylgehaltes ist der
Stickstoffgehalt recht konstant.

Bei don drei letzten Versuchen wurde Gliadin benutzt,

welches bei langsam gesteigerter Temperatur, bis 130% im
Vakuum getrocknet wiirde.

Dauer ccm -
Pra- des o A Essig- o Milimol - enjeo
parat  Kochens “.. . W~ sdureflr chico %N N "
mit KOH d g Stoff pro g
la iydstd. 5 Min. 435 1866 80 112 0545 !
la jy< 3 « 386 166 "2 115 047 2
la  vs - 15 * 854 368 838 11,7 1,02 3
la  vs » (I 522 224 848 119 0617 4
la \/s 5 6,26 27,0 8.7 12,2 0,72 5
la vy | 2 5,74 246 — — — 6
Ib v+ 5 634 273 83 11,7 076 1
Id 5 Min, 5 368 159 823 115 0448 8
le 3 3 480 216 804 1125 0598 9
lc to 5 # 407 175 835 117 0487 10

Das Jodid von Nr. 3enthielt 2,24 100 66 953 034

Die Jodwasserstoffspaltung wurde in einem kleinen Frak-
tionskolben in trockenem Kohlensdurestrom unternommen.
Man muf3 aufpassen, dall die Da&mpfe des Wasserbads

¥) M. 18, S. 659 und Hans Meyer, Analyse und Konstitutions-
ermittlung S. 540.
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von dem starken Essigsdure-Jodwasserstoff nicht aufgezogen
werden.

Man l6st 1 g acetyliertes Gliadin im Fraktionskolben in
5 ccm wasserfreier Essigsdure ohne Erwdrmung und setzt
25 ccm 40%igen Essigsaure-Jodwasserstoff hinzu. Der Kolben
darf nicht geschuttelt werden, ehe das Jodid abgeschieden ist.
Dann erwarmt man vorsichtig in einem vorher bis 60° er-
warmten Wasserbad und schuttelt leise, bis die Losung voll-
endet ist. Jetzt erwdrmt man den Kolben weiter im Wasser-
bad; wenn die Temperatur bis auf ca. 80° gestiegen ist, be-
ginnt ein zweites Jodid sich abzuscheiden; dies verhindert
man dadurch, dald man tropfenweise einen stark wafrigen Jod-
wasserstoff (\Vol.-Gew. 2,0), 0,8—1 ccm hinzusetzt. Das Wasser-
bad muld danach 10 Minuten lang kochen; das abgeschiedene
Jod entfernt man bis zu heller Braunfiarbung mit kleinen
Stucken Phosphoniumjodid, ca. 0,5 g, im Laufe weniger Mi-
nuten; kurz vor dem SchluR setzt man ein paar Tropfen
Wasser hinzu. Danach wird mit Eis gekuhlt, mit gleichem
Volumen kaltem Wasser verdinnt und unter EiskUhlung mit
Kjeldahl-Natron aus einer Blrette neutralisiert. Die Pyrrol-
korper lassen sich dann mit Ubeihitzten Wasserdampfen ab-
destillieren.

Die Reaktion ist nur richtig verlaufen, sofern bei der
Kihlung der Essigsaurelésung eine reichliche Kristallinische
Abscheidung entstenht, und auch eine milchartige Abscheidung
bei der Neutralisierung mit dem Kjeldahl-Natron.

Die Menge der Pyrrolkérper habe ich ein paarmal durch
Stickstoffbestimmung nach Dumas* Methode bestimmt. Die

Pyrrolkorper wurden mit Ather ausgeschuttelt und wieder in
verdunnte Schwefelsdure Ubergefihrt und in dieser Lo6sung
auf das zur Verbrennung nétige Kupferoxyd gegossen..

Einen Malistab flur das Gelingen der Reaktion gibt einem
die Benzaldehydprobe.

Die Gelatinespaltung.

Man 10st 80 g getrocknete, pulverisierte Gelatine mit-

tels Kochens in 300 ccm 0,8 n. wasserfreien, inethylalko-
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. o]
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holischem Kali und neutralisiert anndhernd mit 25 ccm Essig-
ester, indem man 10 Minuten lang kocht. Danach setzt nmn
50 ccm wasserfreien Amylalkohol hinzu und destilliert den
Methylalkohol, zuletzt im Vakuum. Die Masse wird in 250 ccm
wasserfreiem Amylalkohol geldst und die Losung mit 25 ¢
Natrium hydriert. Die Hydrierung wurde in einem dreihal-
sigen Kolben unternommen, der in einem Olbad erhitzt wurde.
Die Reaktionstemperatur war 110°, bis zu 150° steigend. Die
Natriumzufuhr geschah durch eine Schlisse, gentgend fein-

geschnitten. Hierdurch wurde es mdoglich, die entwickelte
Wasserstoffmenge und Ammoniak zu bestimmen.

Durch meinen Beitrag zur Klarung der Zusammensetzung
der Proteinstoffe habe ich ihre Verwandtschaft mit dem Hamin
des Blutes und dem Chlorophyll der Pflanzen nachgewiesen,
die Nencki und andere Gelehrte vergebens nachgeforscht
hiaben. Zugleich habe ich den ersten Beweis flr die Berech-
tigung meiner Theorie von der Zusammensetzung der Protein-
stoffe gegeben. Dall die nachgewiesenen Pyrrole als Oxy-
pyrrole vorhanden sein mdissen, scheint mir zweifellos, auch
weil man die Pyrrole durch Nenckis Spaltungsmethode mit
walrigem Jodwasserstoff nicht nachweisen kann. Ich werde
meine Untersuchungen fortsetzen, doch hoffe ich, dal} andere
Gelehrte meine Methoden zu weiterer Entwickelung aufnehmen
werden; die Aufgaben sind so vielfaltig, dal} sie die Kréafte
eines einzelnen Mannes bei weitem (bersteigen. Wohlgeeig-
nete Methoden zur Deoxydierung der Proteinstoffe zu finden,
um danach einen gréReren Ertrag von Pyrrolen zu erhalten,
ist eine Aufgabe fur kinftige Forschung. Die bis jetzt be-
nutzten Spaltungsmethoden fir Proteinstoffe bedlrfen einer
Erganzung; namentlich hat man die reduktiven Spaltungs-
methoden nicht untersucht, fir die ich hier Beispiele gegeben
habe. Dem endlichen Ziel, der synthetischen Herstellung
der Proteinstoffe, ist man nicht naher gerickt, falls die
Proteinstoffe Oxypyrrole enthalten, was man nach der vor-
liegenden Arbeit annehmen muR.
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Wahrend meiner Arbeit haben mir meine beiden Assisten-
ten, die Ingenieure VValdemar Olsen und Poul Tutein, bei-
gestanden, sq wie auch meine Freunde Prof. S. P. L. SGrensen
und Prof. N. Bjerrum meine Arbeit mit Interesse verfolgt
und mir manchen guten Rat und manche Anweisung erteilt
haben. Ich bringe ihnen allen meinen Dank.

Eine vorlaufige Mitteilung {ber diese Untersuchungen

wurde wéhrend der ersten nordischen Chemikersitzung bei
der Gedachtnisfeier fur H. C. Orsted am 1. September d. J.
abgegeben.



