Weiterer Beitrag zur Kenntnis der bei der partiellen Hydrolyse
von Proteinen auftretenden Spaltprodukte.
Von
Emil Abderhalden.

(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.)
(Der Reduktion zugegangen am 1« August 11)09.)

Durch einen glucklichen Zufall ist es gelungen, bei der
partiellen Hydrolyse von Seidenabfallen Glycy1-1-tyrosin
direkt zu fassen. Seidenabfalle waren der partiellen Hydrolyse
mit 70°/oiger Schwefelsdure zur Gewinnung von Peptonen
unterworfen worden. Zu diesem Zwecke wurden 500 g Seiden-
abfalle mit der 5fachen Menge 70°/oiger Schwefelséure Uber-
gossen. Es trat bald Lésung ein. Sie wurde 4 .Tage bei
Zimmertemperatur (ca. 18°) aufbewahrt. Die Ldsung wurde
dann mit Wasser auf 10 Liter verdiinnt, und nunmehr die Schwefel-
saure mit der anndhernd berechneten Menge fein gepulverten
Baryts quantitativ gefallt. Es ist vorteilhaft, die Entfernung der
Schwefelsdure in mdglichst verdinnter Lésung vorzunehmen,
weil sonst die groflen Baryumsulfatmassen zusammenbacken
und viel Mutterlauge einschlieBen. Das Auskochen des Baryum-
sulfatniederschlages haben wir absichtlich unterlassen, weil
dieser oft noch festes Baryt einschlieft und oft auch die um-
hillte Mutterlauge noch Sadure enthélt. Beim Kochen liegt
dann die Gefahr eines weiteren Abbaues vor. Wir haben aus
diesen Grinden den Baryumsulfatniederschlag nur mit kaltem
Wasser wiederholt angerieben und ihn immer wieder abge-
nutscht und scharf abgepreft. Die gesamten Fdtrate wurden
dann unter vermindertem Druck eingedampft und schlieflich
noch einmal kontrolliert, ob die Ldsung frei von Baryum und
von Schwefelsdure war. Nun wurde zur Trockene verdampft,

der Ruckstand mit Methylalkohol ausgekocht und die L&sung
mit Ather gefillt. Man erhalt auf diesem Wege schneeweife
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Produkte, die sich in Wasser leicht I6sen und farblose Lésungen
geben. Die Darstellung dieser Peptone erfolgte in gréRerem
MaRstabe, weil wir sie zur Untersuchung auf peptolvtische
Fermente verwenden. Wir reinigten die Peptone auch so, daR
wir den Destillationsriickstand in mdglichst wenig Wasser ldsten
und dann Alkohol Zugaben. Die «Peptone» fallen dann
als schwach gelbgefarbte Pulver. Hat man zur Ldsung der
Peptone zuviel Wasser genommen, dann sind sehr grof’e Mengen
an Alkohol nétig, um eine Fallung zu erzielen. Wir hatten
nun in einem Falle versehentlich zuviel Wasser zur Lodsung
angewandt. Trotz reichlichen Alkoholzusatzes wollte es nicht
gelingen, eine Abscheidung der Peptone zu erhalten. Es fielen
zwar flockige Massen, die Hauptmenge des Peptons blieb jedoch
in Ldésung. Vom Ausgeschiedenen wurde abfiltriert und die
Losung beiseite gestellt. Nach etwa einer Woche zeigten sich
an den Wanden des GeféRes prachtvoll ausgebildete Krystalle,
daneben hatten sich auch amorphe Massen abgeschieden. Die
Krystalle wurden zunéchst fiir Aminosduren gehalten. ‘Sie wurden
nach einiger Zeit mechanisch von den amorphen Beimengungen
getrennt. Die Losung wurde abgegossen und die harten Kry-
stalle von den Waénden des GeféRes losgelost. Der Umstand,
dall die Losung der Krystalle sich mit Milions Reagens tief
rot farbte, ergab, dal eine Aminosdure nicht vorliegen konnte.
Versuche, aus allen zur Verfligung stehenden Peptonen aus Seide
dieselben Krystalle wiederzugewinnen, hatten nur bei dem
gleichen Préparat Erfolg, das schon die ersten Krystalle ge-
liefert hatte. Das Pepton wurde in Wasser gelost (1 Teil
Pepton und 5 Teile Wasser) und dann so lange Alkohol zu-
gegeben, bis eine bleibende Triibung auftrat. Diese wurde durch
vorsichtigen Zusatz von Wasser wieder aufgelost. Es dauerte
stets mehrere Tage, bis die nicht verschlossene Lésung Krystalle
ansetzte. lhre Menge war nicht sehr grof3. Es wurden schliellich
2,2 g Krystalle gewonnen. Sie wurden in heiRem Wasser gel6st,
die Losung, die schwache Biuretreaktion gab, mit Tierkohle
gekocht und zu der heiBen Losung soviel Athylalkohol zu-
gefligt, bis eine ganz schwache Trilbung bestehen blieb. Es
schossen bald lanzettférmige, zu Gruppen vereinigte Krystalle
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an. Das reine Produkt gibt keine Biuretreaktion, dagegen sehr
starke Rotfarbung mit Milions Reagens. Auffallend war, wie
aulerordentlich leicht das gereinigte Produkt krystallisierte.
Es fiel nie amorph aus, sondern bildete stets makroskopische,
zu Gruppen vereinigte Blattchen.

An reinen Krystallen wurden 1,25 g gewonnen. Das bei
100° getrocknete Praparat schmolz zwischen 176 und 180°
(korr.) und zeigte [a]."0 = 50,08 °.

0,25 g des Praparates wurden in 5 ccm Wasser geldst
und zur Losung 1 ccm HefepreRsaft ziigesetzt. Nach kurzer
Zeit erfolgte Abscheidung von Tyrosin.

0,5 g des reinen Praparates wurden 12 Stunden mit 10 ccm
25°/oiger Schwefelsdure gekocht. Die Schwefelsdure wurde
dann quantitativ mit Baryt entfernt und der Raryumsulfat-
niederschlag wiederholt mit Wasser ausgekocht. Durch Einengen
der vereinigten Filtrate wurde das Tyrosin abgeschieden, isoliert
wurden 0,30 g Tyrosin und 0,12 g Glykokoll in Form seines
salzsauren Esters. Eine andere Aminosdure war nicht vorhanden.

Die Analyse des bei 120° getrockneten Praparates ergab:

0,1621 g Substanz gaben 0,3290 g CO, und 0,0878 g H,0.

04610* * » 16,6 ccm N [23°, 764 mm].
Berechnet fiir CItHuN,04: Gefunden:

55,46°0 C, 5,88°/0 H und 11,76« u N. ~ 55,85> C, 6,02> Hund 11,96>N.

0,2029 g Substanz geldst in 5 ccm Wasser. Gesamtge-
wicht der Loésung 5,1014 g. d200 = 1,0043. « = -f 2,00°
[< = + 00,08".

Nach allen Ergebnissen unterliegt es keinem Zweifel, dal
das isolierte Produkt dem Dipeptid GlycyM-tyrosin entspricht.
Damit steht auch der frihere Befund von Glycyl-I-tyrosinan-
hydrid im Einklang.l). Mancherlei Beobachtungen lussen es uns
als sehr wahrscheinlich erscheinen, dal neben dem schlielilich
isolierten Glycyl-I-tyrosin noch ein anderes schwieriger krystalli-
sierbares Produkt vorhanden war. Wir werden diese Beobach-
tungen weiter verfolgen.

9 Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Dipep-
tiden bei der Hydrolyse der Proteine, Ber. d. deutsch, ehern. Gesellseh.,
Jg. XXXIX, S. 2815, 1906.
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Nach wiederholten, vergeblichen Bemuhungen ist es ferner
gegliickt, aus Elastin ein Dipeptid in krystallisiertem Zustand
zu gewinnen, namlich das Leucvl-glycin und die Anwesenheit
von Glycyl-leucin wahrscheinlich zu machen. Hier fihrte
die systematische Durchfihrung der Hydrolyse von Elastin mit
Barytlosung zum Ziel. Zundchst wurden 100g Elastin 16 Stunden
mit einer heillgesattigten Barytlosung auf 95° erwérmt. Wir
verwendeten die 10fache Menge des angewandten Elastins
an Barytlésung. Nach quantitativer Entfernung des Baryts
mit Schwefelsdure wurde die mit Wasser auf 10 Liter verdinnte
Losung mit einer 10°/oigen Lésung von Phosphorwolframséure
gefallt. Der Niederschlag war sehr betrachtlich. Wir verarbeiteten
das Filtrat der Féallung, nachdem die Uberschissige Phosphor-
wolframsaure mit Baryt und dessen Uberschul dann mit Schwefel-
saure entfernt worden war. Beim Einengen der Ldsung er-
folgten bald krystallinische Abscheidungen. Sie erwiesen sich
als Leucin und Valin. Die eingehende Untersuchung.der einzelnen
Krystallfraktionen ergab, daf} fast ausschliellich Aminosduren
vorhanden waren. Es scheint, dafll unter den gewdhlten Be-
dingungen bei der Hydrolyse mit Baryt neben komplizierleren,
mit Phosphorwolframsdure féllbaren Produkten hauptséchlich
Aminoséauren entstehen und fast gar keine einfacher gebauten,
noch zwei und mehr Aminoséduren enthaltende Produkte.

Wir haben die Versuche mit je 100 g Elastin wiederholt
und schlieBlich nur 10 Stunden auf 90° erwé&rmt. Die Durch-
fuhrung des Versuchs war dieselbe wie im erwahnten Falle.
Es wurde auch mit Phosphorwolframsiure geféllt und das
Filtrat verarbeitet. Zunachst schieden sich auch hier Amino-
sduren aus beim Einengen der Losung. Nach langerem Stehen
der eingeengten Flussigkeit waren auffallend grofle, zu Drusen
vereinigte, durchsichtige Krystalle zu beobachten. Sie konnten
mechanisch von den dbrigen in Blattchen krystallisierenden
Produkten getrennt werden. Die Krystalle wurden gesammelt
und aus heilem Wasser unter Anwendung von Tierkohle um-
krystallisiert. Es wurden mehrere Krystallfraktionen erhalten.
Die Menge der am schwersten Igslichen Krystalle betrug 2,2 g.
Sie erwiesen sich als optisch inaktiv.
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0,5 g des Préparates wurden 12 Stunden mit der
20 fachen Menge 25°/oiger Schwefelsdure am RuckfluRkihler
gekocht. Nach Entfernung der Schwefelsdure mit Baryt wurde
eingeengt. Es schieden sich bald Krystalle aus, die ganz das
Aussehen von Leucin hatten. lhre Menge betrug 0,31 g. Die
Mutterlauge wurde zur Trockene verdampft. Der Rickstand
schmeckte suB und zersetzte sich gegen 220°. Da wir Glyko-
koll vermuteten, 0bergossen wir die Substanz mit 3 ccm
Alkohol und leiteten gasférmige Salzsdure bis zur Sattigung
ein. Es erfolgte bald Krystallisation von Glykokollesterchlor-
hydrat. Seine Menge betrug 0,40 g. F. 144° (korr.). Es lag
somit aller Wahrscheinlichkeit ein aus Glykokoll und Leucin
aufgebautes Dipeptid vor. Die weitere ldentifizierung des iso-
lierten Produktes bereitete zundchst durch den Umstand
Schwierigkeiten, dafl das gewonnene Praparat optisch inaktiv
war. Die Beobachtung, dafl von den in Betracht kommenden
Dipeptiden Leucyl-glycin und Glycyl-leucin das letztere nach
den Beobachtungen von E. Fischer und 0. Warburgl) mit
Kupfersulfat in wasseriger Losung einen blalblauen Nieder-
schlag liefert, wahrend das erstere diese Erscheinung nicht
zeigt, gab uns einen Hinweis, dall unser Praparat sicher
nicht Glycyl-leucin war. Es konnte somit nur Leucyl-glycin
vorliegen, falls das isolierte Praparat tberhaupt ein Dipeptid
war. Fir letztere Annahme spricht auch das Ergebnis der
Analyse.

0.1C>82 g Substanz gaben 0,3155 g C02 und 0,1312 g H,0.

0,3152 » » brauchten 34,1 ccm '/'~'Schwefelsaure.
Berechnet fiir C8Ht003Na: Gefunden:
C = 51,0°% 51,15®@/« C.
H = 8,57°« . 8,66% H.
N = 14,92% 15,14% N.

Volle Kilarheit tber die Art des isolierten Produktes
brachte schlieBlich die asymmetrische Spaltung des isolierten
Produktes mit Hefeprel3saft.

)Y Emil Fischer, Synthese von Polypeptiden. XI. mit Otto
Warburg, Glycyl-leucin, Alanyl-leucin, Leucyl-alanin, Glycy 1-alany 1-leucin
und aktives Alanyl-glycin. Liebigs Annalen, Bd. CCCXL, 1905.

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXII. 22
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0.1890 g dl-Leucyl-glycin
1,90 ccm HefepreRsaft

55 » Wasser.
Zeit Abgelesener Winkel (korrigiert unter
0 Minuten 0°: Ber(icksichtigung
15 — 0,45° der Eigendrehung
80 — 0,75° des PreRsaftes).
40 - 110°
«0 — 1,15°
120 - 115°

Wir haben gleichzeitig synthetisch dargestelltes dl-Leucyl-
glycin unter den gleichen Bedingungen mit der gleichen Menge
desselben PreRsaftes gespalten:

Zeit Abgelesener Winkel (korrigiert)
0 Minuten 0°
15 — 0.4
80 — 0,73°
44) — 1,08°
60 - 112°
120 - 1,15°

Dieser Versuch zeigt, dal die raeemische Substanz so
gespalten wird, daf ein nach links drehendes Produkt (brig
bleibt. Nun dreht d-Leucyl-glycin, das bei der asymmetrischen
Spaltung von dl-Leucyl-glycin sich bildet, nach links und zwar
zeigte es [a]® = — 85,99°, wéhrend Glycyl-d-leucin nach
rechts dreht |«]*° = -f- 35,09°. Der ausgefuhrte Versuch steht

in Analogie mit friher durchgefihrten Untersuchungen.l) Vgl.
die Seite 373 angefuhrte Spaltung von dl-Leucyl-glycin. Der
erwahnte Parallelversuch mit synthetischem dl-Leucyl-glycin
ergab denselben Verlauf des Abbaus durch Hefeprefsaft.
Alle Beobachtungen — das Ergebnis der Analyse, der
totalen Hydrolyse und die Feststellung des fermentativen Abbaus
des gewonnenen Produkts, wie alle Eigenschaften (F. 243°
|korr.], loslich in zirka der 15fachen Menge heillen Wassers,
schwachbitterer Geschmack. Kupfersalz) — sprechen dafiir,

9 Vgl. Emil Abderhalden und A. H. Koelker, Zur Kenntnis
des Verlaufs der fermentativen Polypeptidspaltung, Diese Zeitschrift,
Bd. UV. S. 303 (373), 1908.



. . T - .
Uber bei der Hydrolyse jon Proteinen auftretende Spaltprodukte. «321

dall das isolierte Dipeptid Leucyl-glycin ist. Unsere Beweis-
fuhrung weist insofern noch eine Licke auf, als wir das bei
der Fermentspaltung entstehende optisch-aktive Produkt und
die sich bildenden Aminosduren — Leucin und Glykokoll —
nicht in> gentigender Weise isoliert haben. Wir haben 0,25 g
des isolierten Produktes mit Hefeprel3saft gespalten und, nach-
dem die Drehung ein bestimmtes Maximum erreicht hatte
(Linksdrehung), das Gemisch aufgekocht, filtriert und zur
Trockene verdampft. Der Rickstand wurde verestert und es
gelang, Glykokoll als Esterchlorhydrat abzuscheiden. Leider
war die Menge des angewandten Produktes zu gering, um mit
genugender Aussicht auf Erfolg die Ester aus tihren Glilor-
hydraten in Freiheit zu setzen und zu destillieren. Wir ver-
zichteten deshalb auf den Nachweis des Leucins und verdampften
die nach dem Abfiltrieren des salzsauren Glykokollesters Vver-
bleibende Flussigkeit zur Trockene. Den Rickstand Ubergossen
wir mit alkoholischem Ammoniak. Nach einigem Stehen bei «37°
erfolgte krystallinisehe Abscheidung. Nach allen Eigenschaften lag
ein Anhydrid vor. Es war optisch-aktiv. Zu einer genaueren
Bestimmung reichte die Substanzmenge nicht aus. Jedenfalls
ergibt der Versuch soviel, daR Glykokoll und ein optisch-
aktives Dipeptid bei der Fermenthydrolyse entstanden waren:

Uns scheint der eingeschlagene Weg, um bei der par-
tiellen Hydrolyse mit Mitteln, wie Baryt, die eine Racemisierung
der Spaltprodukte herbeifihren, entstandene Abbauprodukte zu
identifizieren, sehr aussichtsreich. Die Benutzung der Fermente
als Reagens auf die Art vorhandener Spaltprodukte wird un-
zweifelhaft noch in vielen Féllen eine Entscheidung herbeifiihren.

Die Mutterlauge des Leucyl-glycins enthielt sehr wahr-
scheinlich noch Glycyl-leucin, denn sie gab mit Kupfersulfat
eine blaBblaue Fallung. Die Menge des isolierten Produkts
reicht vorldufig zu einer genaueren Untersuchung nicht aus.
Erwdhnt sei noch, daR sich die erwdhnten Befunde mit der
friheren Auffindung von 1-Leucyl-glycin-anhydrid decken.l)

») Emil Abderhalden und Emil Fischer, Bildung von Dipep-

tiden bei der Hydrolyse von Proteinen, Bei d. deutsch, ehern Gesellseh
Jg. XXXIX. S. 2315, 1900.



