Zur Kenntnis des Pepsin-Glutinpeptons.
Von
M. Siegfried und H. Schmitz.

»Aus »ler chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig.)
(Der Redaktion zugegangen am 1o, Mérz I:)lo.)

Im Jahre 1904 ist unter der Leitung des einen von uns
von Scheermesser!l) mittels der Eisenmethode ein Pepsin-
Glutinpepton dargestellt worden, das relativ einfach zu sein
scheint und deshalb zu weiterer Untersuchung'besondefs ein-
ladet. Von Scheermesser wurden eine Reihe von Tatsachen
aufgefunden, welche fir die Einheitlichkeit des Peptons sprechen.
Ehe wir an weitere Untersuchungen des Peptons herantraten,
stellten wir uns die Aufgabe, von neuem die Einheitlichkeit
desselben zu prifen; es war dies besonders deshalb geboten,
weil inzwischen in der fraktionierten Fallung mit Hilfe der
Carbaminoreaktion ein neuer und ausgezeichneter Weg fur
diese Prufung gegeben war.

I Darstellung des Peptons.

Die Darstellung geschah im allgemeinen wie. friher. Aus-
gangsmaterial war die beste Marke Hautgelatine von Theuer-
kauf und Scheibner in Leipzig. 1 kg Gelatine, 15 1 Wasser,
245 ccm 25°/oiger Salzséure, > g Pepsin Grubler, Toluol.
Die Verdauungsflissigkeit wurde Tag und Nacht ununterbrochen
gertihrt. Nach je 5 Tagen weitere 6 g Pepsin. Sobald die
Losung Kongopapier nicht mehr blaute (in der Regel nach
3 Tagen) wurde soviel 2°/oige Salzsdure zugesetzt, bis die
ganze Flussigkeit 0,3°/0 freie HCI enthielt. Nach 8 Tagen wird
die Kongoreaktion wieder sehr schwach, es wird soviel 2°/oige

) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 68 (1904).
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Salzséure zugegeben, bis der Gehalt an freier Salzsdure 0,2«/»
betrdgt. Nach abermaligem Verschwinden der Kongoreaktion
(nach weiteren 12 Tagen) wird die Flussigkeit durch Zusatz
2°/oiger Salzséure auf einen Gehalt von 0,1°/ freier Salzsdure
gebracht. Nach 30 Tagen wird meist die Maximalausbeute an
Pepton erhalten.

Die Kontrolle der Verdauung, d. h. die approxima-
tive Bestimmung des wéhrend der Verdauung gebildeten Pep-
tons wurde wie friher durch Titration mit Ferriammonsulfat
in ammonsulfatgesattigter Ldsung vorgenommen, jedoch war
diesmal die Titerflissigkeit durch Auflésen von 10 g Ferri-
ammonsulfat und 200 g Ammoniumsulfat in 250 ccm Wasser
hergestellt.

Bei der weiteren Verarbeitung der Verdauungslgsun?
wurden keine Abweichungen vorgenommen. Das als schnee-
weiBes Pulver gefallte, mit absolutem Alkohol sorgfaltig ge-
waschene und Uber Schwefelsédure getrocknete Pepton wurde
umgefallt, indem auf 10 g Pepton 20 ccm Wasser und 1 ccm
25°/oiger Essigsdure zur Losung verwendet wurden, und diese
mit lo ccm absoluten Alkohols vermischte Losung in 2 1 ab-
soluten Alkohols verrihrt wurden.

In 4 Darstellungen wurden an umgefélltem Pepton er-
halten: 1. 259, 2 40¢g, 3. 35 ¢g, 4. 35 g.

Il. Beweise der Einheitlichkeit des Pepsin-Glutinpeptons.

1. Die Praparate der verschiedenen Darstellungen be-
sitzen die gleiche elementare Zusammensetzung,
welche mit der der von Scheermesser darge-
stellten Praparate Ubereinstimmt.

Analysen.

Die auf Schiffchen abgewogenen Substanzmengen werden
zungchst im Vakuum (ber Schwefelsdure mehrere Tage ge-
trocknet. — Wird die in groReren Mengen nach dem Absaugen
erhaltene Substanz Uber Schwefelsédure im Vakuum getrocknet
und dann gleich im Schiffchen bei 70°, so kommt es vor, dafl
infolge der Anwesenheit von Alkohol eine teilweise Veresterung
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eintritt. — Hierauf wird im Siegfriedschen Trockenapparate
unter Verwendung von Athylalkohol als Siedemittel bis zum
konstanten Gewichte getrocknet. Konstanz des Gewichtes wird
angenommen, wenn innerhalb 48 Stunden die Differenz der
Gewichte hdchstens 0,0002 g betragt. Alle Wéagungen geschehen
im geschlossenen Wageglaschen.

Bei den Verbrennungen wird eine ca. 10 cm lange Schicht
gekdrnten, im Wasserstoffstrome reduzierten Kupfers im Rohr
eingelegt, jedoch vor dieselbe nach den Absorptionsgeféf3en zu
wieder eine Schicht Kupferoxyd.

I. Darstellung.

1. 0,3328 g Substanz erfordern 41,2 ccm n,fio-S.

2. 0.2250 » > 2715 » \Y

3.01868 » - gaben 0.3270 g CO* und 0,1120 g H,0.

4. 0,1141 » » » 0,096 > » » 0,0708 » »
Il. Darstellung.

5. 0,2604 g Substanz erfordern 32,1 ccm n/io-S.

6. 0,2466 » » 30,1 «

7.01820 » * gaben 0,3181 g CO* und 0,1098 g H,0.
8. 0,1244 » » X 0,2166 » » » 0,0734 » »
I11. Darstellung.

9. 0,3468 g Substanz erfordern 43,5 ccm n/«o-S. "
10. 0,2968 » » gaben 0,5195 g CO* und 0,1698 g HaO.

IV. Darstellung!
11. 0.1294 g Substanz erfordern. 16,2 ccm n/io-S.

12. 0.1268 » » gaben 0,2162 g CO* und 0,0776 g H*O.

13. 0,1520 » » » 0,2658 » » »0,0910 » »
o | | Dar- Il. Dar- Il. Dar- IV. Dar- Mittel
| stellung stellung Stellung stellung e
C 4774 4771 47,67; 47,49 47.74 47,49; 47,69 47,65
H' 671. 694 675 651 6,40 6,85, 6,70 6,69
n 17,33 17.11" 17,25; 17,04 17,56 17,53 17,30

Im folgenden sind die Werte zusammengestellt, welche
Scheermesser bei umgeféllten Praparaten erhalten hat.!) Bei
Parallelanalysen ist der Durchschnitt der Resultate angegeben.

M1 c.S 80



29* . . .
M. Siegfried und H. Schmitz,

Il Darstellung IV. Darstellung v, Darstellung

Bin-  Zweir Drei-  Fin- Zwei- Drei- Ein- Zwei-
mal  mal  mal mal mal | mal mal mal Mittel
urlnge-‘ ur’lr.196- urpge- umge- umge- umge- umge-; umge-
fallt | fallt  fallt  fane  fallt  fale  fan fallt

U0

c 47,88 4787 47,82 47.00 47,98 | 4778 4797 48.01 * 4785
n 081" 08 070 000 078 007 008 074 074
N 1081 1078 1780 1711 17,000 17.08 1077 1645 10,92

Wir sind uns bewuBt, daB die Ubereinstimmung der ele-
mentaren Zusammensetzung allein nicht die Reinheit des Pep-
tons beweist, da die Zusammensetzung der durch Verdauung
erhaltenen Peptone nicht sehr verschieden ist. Immerhin ist
es nicht wahrscheinlich, dafl bei 12 in 7 verschiedenen Ver-
dauungsversuchen erhaltenen Prdparaten Gemenge von uber-
einstimmender Zusammensetzung erhalten werden.

Hierzu kommt, daB die Baryumwerte der nach der friher
gegebenen Vorschrift dargestellten Baryumsalze der Praparate
aller Darstellungen ubereinstimmen.

Zur Darstellung dieser Baryumsalze mufl genau nach fol-
gender Vorschrift verfahren werden: Das Pepton wird wie zur
Mementaranalyse und zur Bestimmung des spezifischen Drehungs-
vermogons auf Schiffchen erst mehrere Tage Uber Schwefelsdure
im Vakuum und dann bei 70° im Trockenapparate bis zum
konstanten Gewichte getrocknet. Vorteilhaft benutzt man gleich
die zur Bestimmung des spezifischen Drehungsvermdgens ver-
wendeten Losungen. In die Peptonlésung wird nach Zusatz
von etwas Barytwasser so lange, nicht langer, Kohlensdure ein-
geleitet, bis Lackmuspapier kaum alkalisch reagiert, darauf wird
aufgekocht und das klare Filtrat im gewogenen Platintiegel
auf dem Wasserbade eingedampft. Zur Analyse wurden die
in Platintiegeln eingedampften Baryumsalze bei 70—80° bis
zum konstanten Gewichte getrocknet.

|. Darstellung.

0,'U18g Substanz gaben 0,0583 g BaS04 = 10,04 °/o Ba.
OiBoaii - » . » ' 0.1080 ., = 97400
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Il. Darstellung.
0,0852 g Substanz gaben 0,0142 g BaS04 =m 9381 °¢ Ba.
0.0778 » > , 0.0134 - = IOfth *
I1l. Darstellung.

0.4910 g Substanz gaben 0,0850 g BaSO04 = 10,19 a« Ba.

IV. Darstellung.
0,4-00 g Substanz gaben 0,0708 g BaS04 = 991« Ba.

2. Die Préaparate der verschiedenen Darstellungen be-
sitzen das gleiche optische Drehungsvermégen.

Kine ganz besonders empfindliche Konstante fiir die Pep-
tone ist das spezifische Drehungsvermdgen. Dasselbe differiert
flir die aus verschiedenen Proteinkdrpern nach der gleichen
Methode, der Eisenmethode, erhaltenen Peptone zwischen
245 und 100, also im Gegensatz zur prozentigen Zusammen-
setzung in sehr weiten Grenzen. Wenn wie bei diesem Peptone
das spezifische Drehungsvermdgen Uber 80» ist, so kann man
nicht annehmen, dal} bei verschiedenen Darstellungen, hei denen
nur ca. 4°/o des Ausgangsmaterials an Pepton gewonnen, werden,
und die erhaltenen Praparate zweimal in groRen Mengen Alkohol
geféallt werden, Produkte von gleichem spezifischen Drehungs-
vermogen erhalten werden, wenn ein Gemenge vorliegt.

Die Préparate wurden, wie flr die Elementgrapalyse, bis
zum konstanten Gewichte getrocknet. Hier ist erst recht die
groRte Sorgfalt auf sachgemaRes Trocknen zu fegen. Die unter-
suchten Peptonlésungen waren wasserklar und voéllig: farblos.
Selbst bei 20 cm langer Schicht sind die Lésungen von reinem
Wasser nicht zu unterscheiden.

|. Darstellung.
L 31420, 1 = 1. t =20° a —250>° .+0,01), fajjf» = —g147«,

g=1750, | = 1 t=20« a= 144° (+0.02i, [uf* = 8210«

Il. Darstellung.

6 "1-9900. I 1, r=20° a= 157« 1+ 0.02). [aj)® ==' 81,45°. '
I1l. Darstellung.

e- 17470, | = 2. t = 20°. « =  2,84° (+0.01), [ajj» ™ 8128« '

IV. Darstellung.
c= L4850, | =2, t =20° a = — 244° (+0.02) 82,15°.
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Nach Beendigung der Untersuchung waren die von den
einzelnen Darstellungen (brigen Peptonmengen vereinigt auf-
gehoben worden. Etwa ! Jahr nach der Darstellung derselben
ist dann von dem einen von uns (S.) das optische Drehungs-
vermodgen bestimmt worden:

c=0,«*, | =2 t=20° a=- 155° (+001), rays== — 82,58«

Das Drehungsvermdgen hatte sich also auch nach ca. ein-
jéhriger Aufbewahrung des Peptons nicht gedndert.

3. Die fraktionierte Fallung als Baryumsalze der Pep-
toncarbonsauren fuhrt zu gleichem, mit dem Ausgangs-
material identischem Pepton.

Die Peptone geben ebenso wie die einfachen Aminosduren
die Carbaminoreaktion. Wird diese bei Gegenwart von Baryt-
hydrat ausgefiihrt, so entstehen allmahlich die Baryumsalze der
Peptoncarbonsduren. Die Baryumsalze der einfachen Carbamino-
sduren haben verschiedene Loslichkeit. So ist das glykokoll-
carbonsaure Baryum unter gleichen Bedingungen fast unldslich,
unter denen das Baryumsalz der Alanincarbonsdure ganz in
Losung bleibt. Auf diese Weise I&Rt sich GlykokoH vom Alanin
fast vollkommen trennen.l) Ebenso hat sich die Methode im
hiesigen Laboratorium zur Isolierung von Leucin, das leicht
I6sliches Baryumcarbaminat bildet, aus der Leucinfraktion be-
waéhrt. Wie auf Seite 310 gezeigt werden wird, wird die Glu-
taminséure quantitativ als Baryumsalz ihrer Carbaminoséure
abgeschieden. Der eine von uns arbeitet mit Herrn Schutt
diese Methode der Trennung von Aminosduren systematisch
aus. Besonders geeignet ist die Methode fiir die Peptonchemie
dadurch geworden, daf3, wie abgeschlossene, demnéchst zu ver-
offentlichende Versuche gezeigt haben, aus Peptongemischen
durch sie Fraktionen erhalten werden, welche verschieden sind,
namentlich im spezifischen Drehungsvermdgen stark differieren,
wahrend aus einheitlichen Peptonen identische Fraktionen ge-
wonnen werden. Deshalb &Rt sich mit der Methode entscheiden,
ob ein Pepton einheitlich ist oder nicht.

) M. Siegfried, Berl. Ber.. Bd."XXXIX, S. 397 (1906i.
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Fraktionierung eines Peptongemisches mittels der
Carbaminoreaktion.

Wir haben selbst noch mit einem Peptongeinische, das
I'epsinglutinpepton reichlich enthielt, einen Versuch angestellt,
um von neuem zu prifen, ob Peptongemische bei der Frak-
tionierung mit der Carbaminoreaktion in voneinander verschie-
dene Produkte zerfallen.

Roh-Pepsin-Glutinpepton, durch Eindampfen der alko-
holischen Mutterlauge einer Peptondarstellung im Vakuum er-
halten, wurde mit 5 g Pepsin-Fibrinpepton vereinigt, in Wasser
gelést und durch Einriihren in absoluten Alkohol gefallt. Nach
Absaugen, Waschen mit Alkohol und Trocknen Uber Schwefel-
sdure im Vakuum wurden 10 g Peptongemisch erhalten,

¢ — 1,2040, t — 20°, 1 =2, — 1,(5" (0,02, [ag® = 58,52°.

Zu dieser Bestimmung und den folgenden wurden die
Substanzen mit den oben fiir das Trocknen des reinen Pepsin-
Glutinpeptons beobachteten Kautelen getrocknet.

In die Losung von 8 g des Peptongemisches in 150 ccm
kalt geséattigten Barytwassers wurde unter Eiskiihlung Kohlen-
sdure bis zur schwach alkalischen Reaktion eingeleitet, darauf
wurden 4 g feingepulvertes Baryumoxydhydrat durch Schiitteln
in der Mischung geldst, wieder Kohlenséure bis zur schwach
alkalischen Reaktion eingeleitet, wieder mit 4 g Barythydrat
geschuttelt, Kohlensdure eingeleitet und nach Schitteln mit
weiteren 7 g Barythydrat abgesaugt und der Niederschlag !
mit Barytwasser gewaschen. Im Filtrate wurden 2,5 g Baryt-
hydrat aufgeldst, Kohlenséure eingeleitet, dann. 2,5 g Baryt-
hydrat, Kohlensdure, dann 5 g Barythydrat. Der entstandene
Niederschlag 1l wurde wieder abgesaugt und mit Barytwasser
gewaschen.

Niederschlag |, Niederschlag Il und das Filtrat wurden
getrennt bei 40°, unter Zusatz von Ammoniumcarbohat zerlegt,
die erhaltenen Ldésungen der Peptonfraktionen im Vakuum ein-
gedampft und durch Einriihren in absoluten Alkohol geféllt.

I. Fraktion.
C—09590, | =20», 1 =2, a=__ 109, («]“= _ 5fi8R»

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 21
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Il. Fraktion.

¢ -0.0800.t .20», | -2 a=—123° (+0.01). [0]f) -= — «2,70».
I1l. Fraktion.

¢ =0.7010, t — 201 - 2. «=;— 1,20» (+ 0,01). [afg' = — 78.83».

Man sieht also, da durch die Fraktionierung mit Hille
der Carbaminoreaktion aus dem Peptongemenge verschiedene
Produkte erhalten wurden.

Fraktionierung des Pepsin-Glutinpeptons mittels der
Carbaminoreaktion.

I. Versuch. Zu der konzentrierten Ldsung von 10 g
Pepton der ersten Darstellung wurden 200 ccm kaltgesattigter
Barytlésung gegeben: Kohlenséure unter Eiskihlung bis zur
schwach alkalischen Reaktion eingeleitet, Nach Zusatz von
100 ccm Barytlésung wurde abgesaugt und mit eisgekiihltem
Barytwasser nachgewaschen = Niederschlag L

Das Filtrat vom Niederschlage | wurde, wie in dem Ver-
suche mit dem Peptongemische angegeben, abwechselnd mit
Barythydrat und Kohlenséure unter Eiskiihlung behandelt; es
wurden 30 g, dann 20 g gepulvertes Barythydrat verwendet
und schlieBlich vor dem Absaligen 200 ccm geséttigtes Baryt-
wasser dazugegeben. Das Filtrat vom Niederschlage 1l wurde
der Reihe nach mit 30, 30 und 15 g Barythydrat geschittelt
und nach jedem Zusatze desselben mit Kohlenséure fast neu-
tralisiert — Niederschlag II.

Aus den Niederschldgen I, Il und Ill, sowie aus dem
Filtrate vom Niederschlage IIl wurde, wie oben angegeben,

das Pepton isoliert: es wurden somit 4 Fraktionen erhalten.

| Fraktion.
1. 0,1301 g Baryumsalz gaben 0.0238 g BaSO, = 10.7(5°/0 Ba

2. ¢ =17520. t — 20°, 1°1, a= 1,11° [ajg* = — 65,07.

1l. Frakt ion.
I. 0.1830 g Baryumsalz gaben 0,0314 g BaS04 == 10,03°/-» Ba.
2 ¢=18800. t=20» l.=1 a= — 154», [a]JJ" = — 81.53».
Ill. Fraktion.

1. 0,1342 g Baryumsalz gaben 0,02224 g BaS04 -= 0.82»f0 Ba.
2. r =2,5310. i — 20». | = 1,«=:-2.08° [3]"0 = — 82,18».
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IV. Fraktion.
1. 0.135t) g Baryumsalz gaben 0,0231 g BaSO04 10,15°, Ba
2. ¢ —1,0170. 1 ==20° 1=1. « - — 1,85», [a]g* — — 81.00°.

Mail sieht, daR das Pepton der ersten Fraktion, deren
Menge Gbrigens nur 0,1 g = 4\ des zur Fraktionierung ver-
wendeten Peptons betrug, einen etwas hoheren Ba-Gehalt des
Baryumsalzes und ein wesentlich niedrigeres Drehungsvermdogen
als die Peptone der anderen Fraktionen und das Ausgangs-
material ([a||* = — 81.70 g, Ba = 10,05\V) besal. Spuren

von Verunreinigungen sind in dieser ersten Fraktion aus-
geschieden worden, und bei der Empfindlichkeit des spezi-
lischen Drehungsvermdgens machen sie sieh stark geltend.
Hingegen sind die Fraktionen Il his IV identisch, sie stimmen
im Baryumgehalt ihrer Baryumsalzo sowie im spezifischen
Drehungsvermdgen (berein.

11. Versuch. 30 g Pepton der 11 Darstellung in 600 ccm
Barytwassers geldst, bis zum I. Niederschlag: Kohlenséure' 15 g
Barythydrat, Kohlenséaure, 15 g Barythydrat, Kohlenséure, 30 g
Barythydrat: ~ biszum 1l. Niederschlage: Kohlenséure, 20 g
Barythydrat, Kohlensdure, 20 g Barythydrat, Kohlenséure, 10 g
Barythydrat;  biszum IIl. Niederschlage: Kohlensdure. 25 g
Barythydrat, Kohlensdure, 25 g Barythydrat. Kohlensdure. 50 g
Barythydrat:  biszum IV. Niederschlage: Kohlenséure, 30 g
Barythydrat, Kohlensdure, 30 g Barythydrat, Kohlensdure, fio g
Barythydrat: ~ biszum V. Niederschlage: Kohlensaure, 35 g
Barythydrat. Kohlensdure, 35 g Barythydrat, Kohlensaure, 70 g
Barythydrat.

Aus diesen 5 Niederschlagen und dem Filtrate der fiinften
wurden durch Zersetzen mit Wasser unter Zusatz von Am-
moniumcarbonat bei 10°, Eindampfen der Peptonldsung im
Vakuum, Faéllen durch EingieRen in absoluten Alkohol und
Trocknen (ber Schwefelsdure 6 Fraktionen des Peptons-er-
halten. welche folgende Werte gaben:

I. Fraktion.
- c 1.1850. t = 20». | - 2, a = — 1.50° i+ 0.02), £«{J - - liC.oT "

2.1 =1,4180. t = 20°. | = 2. a = — 1,85» f+ 0.02), [ajjj* - — R5;23°;
» 0.2300 g Baryumsalz gaben 0,0400 g BaS0/ - 10.80°, Ba.
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Il. Fraktion.
1. ¢=.1,5100, t — 20°, | =2, a=-2,69° (£ 0,04), [a]0° = -81.5(5>

2. 0.2711 g Baryumsalz gaben 0,0102 g BaS04 = 10,02°/0 Ba.
I1l. Fraktion.
| ¢=1,00510, t = 20«, | =2, « = -1,72° (+0,01), [a]g = —80,s3".
2. 0,1882 g Baryumsalz gaben 0,0319 g BaS0O4 = 9,98°% Ba.
IV. Fraktion.
1 ¢=08900, t =20° | =2, a= — 145« [«$ = — #1,40«.
2. 0.1385- g Baryumsalz gaben 0,0237 g BaS04 = 10,07°0 Ba.
V. Fraktion.

1 ¢c=12970, t =20° | =2, a=-2,08® (+0,02), [ag = -80,18°.
. 0,19(50 g Baryumsalz gaben 0,0336 g BaS04 = 10,09°0 Ba.

VI. Fraktion.
1 ¢=1,1090, t = 20«, | = 2, a = — 1,80° (+.0,01), [a$ = — 81.15>.
. 0,2121 g Baryumsalz gaben 0,0362 g BaSO{ = 10,01°/u Ba.

N

N

Die Ausbeuten an Pepton betrugen bei diesem Versuche:

I. Fraktion 1 g = 13,5°%0 des angewendeten Peptons
Il » 55 5 =117 » ° » »
1. » (65 * .= 21,7 » »
IV. » 3 » =1 °i » ,
V. » 35 » =11.7% » » ,
\ . 3 35 » =117% » » >

Gesamt: 21,0 g = 80% )

Auch hier lieferte die I. Fraktion ein Baryumsalz von
etwas hoherem Baryumgehalt als der des Baryumsalzes des
Ausgangsmateriales (10,13°/0), und zwar ist die Differenz sehr
gering (+ 0,26), hingegen differiert das spezifische Drehungs-
vermdgen dieser Fraktion wieder bedeutend (— 65,7 statt— 81,3).

Hingegen sind die II. bis VI. Fraktion vollig identisch,
die Baryirawerte der Baryumsalze sowohl wie die Werte des
spezifischen Drehungsvermdgens stimmen unter sich und nut
den Werten des Ausgangsmateriales Uberein.

Also auch bei der so weitgehenden Fraktionierung
hat sich das Pepsin-Glutinpepton als Individuum er-
wiesen.
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>, Die Peptonpraparate der verschiedenen Darstel-
lungen und Fraktionen besitzen den gleichen Quo-

tienten

Bekanntlich ist der Quotient flr intermedidre Eiweil3-

Spaltungsprodukte eine der wichtigsten, neben dem spezifischen
Drehungsvermdgen wohl die wichtigste Konstante. Er ist sehr
genau bestimmbar und differiert bedeutend bei den verschie-
denen Kdorpern. Fur Dipeptide wurde er zu 1: 1.63 bis 1 :1,79
gefunden,l) beim Tetrapeptid Triglycylglycin 1: 3,29, bei
letzterem also ungefahr halb so groR wie bei ersterem. Das
sind also etwa ebensogroRe Unterschiede, als wenn der Kohlen-
stotlgehalt von 2 &hnlichen Verbindungen bei der einen 30°/«,
bei der anderen 60°/0 betriige.

Héatte man bei der Hydrolyse eines EiweilRkdrpers ca. 4°/o
des Ausgangsmateriales einer Mischung &hnlicher Korper, etwa
zweier Aminosduren, von denen die eine 30, die andere 60°/o C
besitze, dadurch erhalten, daf man die Hauptmenge der Ubrigen
Spaltprodukte durch eine Fallungsreaktion — entsprechend hier
der Ausfallung der Albumosen durch Ammoniumsilfat — ab-
geschieden und die beiden Aminoséuren etwa als Silbersalze
niedergeschlagen, dann aus den Silbersalzen die Aminosduren
und aus diesen wieder die Silbersalze dargestellt, aus diesen
die Aminosduren gewonnen, diese durch EinrGhren in groRe
Mengen Alkohol in feinen Kdérnchen gefallt, sie wieder geldst
und wieder in Alkohol in feinen Kdérnchen geféllt, wer wirde
es fir mdoglich halten, daR das so erhaltene Produkt bei 4 von
Anfang an verschiedenen Darstellungen jedesmal genau ein und
dieselben Werte fur C, etwa 45°0 liefern wirde? Und daR,
wenn man dieses Aminosauregemenge als Baryumsalze ihrer
Carbaminoséuren in eine Reihe von Fraktionen zerlegte, die
aus den einzelnen Fraktionen gewonnenen Produkte ebenfalls
wieder 45°/0 C bei der Elementaranalyse geben wirden?

) M. Siegfried und H. Liebermann, Diese Zeitschr,. Bd L1V.
S. Li7 (1908).



Nun aber besitzt das Pepsin-Glutinpepton gar den Quo-
tienten 7, d. h. die Zahl x ist 7mal so grof3 wie beim Glyko-

koll und etwa 4 mal so groR wie bei Dipeptiden, und bei 4 von
Grund an verschiedenen Darstellungen wurde derselbe Quotient
gefunden und ebenso bei den 2 durch die Carbaminoreaktion
erhaltenen Fraktionen, bei denen er bestimmt wurde!

Bestimmung des Quotienten co

Auch hier wurden die Substanzen unter den oben an-
gegebenen Kautelen in einzelnen Schiffchen bis zum konstanten

Gewicht getrocknet, was unbedingt notwendig ist, um jede Spur
Ammoniak zu beseitigen.

CX\ I
N X
Popion dor g CaC03  ccm nsi0-Séure | X
| 00210 471 700
1. Darstellung 0,105« 74,1 7.02
. 10,1328 92,8 6.99
e Y Tir !
0,0330 23,1 7.00
Il. Darstellung
0,0468 33,0 7,05
I1l. Darstellung 0,0640 454 7.09
IV. Darstellung 0,0384 26,85 6,99
Il
I1l. Fraktion der Fallung als 0,0448 29,8 6,65
Ba-Carbaminopepton (S. 304) 0,0226 15,5 6,30
IV. Fraktion der Féllung als 0,0284 19,6 6.90
Ba-<.arbaminopepton (S. 304) 0,0350 24,1 6.88

Durch die sub 1—4 mitgeteilten Resultate ist nun definitiv
der Beweis geflihrt, dal das Pepsin-Glutinpepton ein einheitlicher
Korper ist.

Jetzt ist die Mdglichkeit gegeben, durch das Studium dieses
immer noch recht komplizierten Molekiles einen Schritt weiter
in der Kenntnis der Konstitutiion des Eiweilles vorzudringen.
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I1l. R-Naphthalinsulfo- und o-Nitrotoluolsulfoderivate des Pepsin-
Glutinpeptons.

Die Tatsache, daR das Pepsin-Glutinpepton den Quotienten
(** « 1 Dbesitzt, kann verschieden erklart werden. An und

fiir sich kann dies bedeuten, daR von 7 N-Atomen eins, oder
etwa von 21 N-Atomen 3 reagieren. Wir wissen aber, dal
I>ei der Carbaminoreaktion auch die Peptidgruppen bis zu einem
gewissen Grade reagieren. Trifft also die néchstliegende An-
nahme, dafl im Pepsin-Glutinpepton Peptidgruppen vorhandeu
sind, zu, so wirde die Zahl 7 fiir x bedeuten, da von einer
groleren Anzahl als 7 N-Atomen eins quantitativ reagiert, also
eine NH.2-Gruppe bildet, und auferdem teilweise die Peptid-
grnppen. Wenn wir Peptide bei der Hydrolyse von Protein-
korpern erhalten, namentlich wenn die Hydrolyse durch Sduren
geschieht, so ist damit nicht bewiesen, dal} die Peptidgruppen
im Ausgangskorper vorhanden sind. Die bestédndige Glycvl-
glycincarbonsdure besitzt keine Peptidgruppel) und reagiert
daher Uberhaupt nicht bei der Carbaminoreaktion. -) Und doch
entsteht sie Uber den Ester aus dem Glycylglycin, einem Peptid.

Durch Darstellung des B-Naphthalinsulfo- und Orthonitro-
toluolsulfoderivates hofften wir zu erfahren, welche Gruppen
bei der Carbaminoreaktion an der Bindung der Kohlensdure
beteiligt waren. Es war zu erwarten, daB, wenn lediglich
von 7 N-Atomen das einer Aminogruppe reagiert, auf 7 N-
Atome auch 1 Naphthalinsulfo- bezw. Orthonitrotoluolsulfogruppe
in das Molekil des Peptons eintritt, wahrend, wenn Peptid-
gruppen bei der Carbaminoreaktion beteiligt sind, 1 Naphthalin-
sulfo- bezw. Orthonitrotuolsulfogruppe auf mehr als 7 N-Atome
eintritt.

3-Naphthalinsulfopepsing lutin pepton.
Bei der Mdglichkeit, fur hochmolekulare Korper aus den
feststehenden Analysenwerten mehrere Formeln zu berechnen,

‘i H. Leuchs und W. Mariasse, Bert. Her., Bd. XL,.S. 3235 (1907).
*I' M. Siegfried und H. Liebermann. Diese Zeitschrift. Bd. LIV,
S. 443 (1908).
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ist es nicht tunlich, Formeln aufzustellen. Wenn wir hier
die schon von Scheermesser berechnete einfachste Formel
C23H3IN7OW benutzen, so geschieht dies lediglich, um einen
Ausdruck der prozentischen Zusammensetzung fir die Diskussion
der Versuche zur Verfigung zu haben. Nach dem, was oben
gesagt worden ist, sind auch aus der Tatsache, dal3 der Quotient

m= \ gefunden wurde, keine Schliisse auf die Berechtigung

der gerade 7 N-Atome enthaltenden Formel zu ziehen und ist
etwa anzunehmen, dal die wahre Formel ein Vielfaches dieser
einfachsten Formel sein misse.

Zur Darstellung des B-Naphthalinsulfopepsin-Glutinpeptons
wurden auf je GwWH3INTOL, 4 Molekiile B-Naphthalinsulfochlorid
genommen. Die von der atherischen Ldsung getrennte alka-
lische Losung wurde in verdinnte Salzsdure gegossen, wobei
sich die Substanz als amorphe Kd&rnchen ausschied. Die ab-
gesangte und mit Wasser chlorfrei gewaschene Substanz wurde
Uber Schwefelsdure bis zum konstanten Gewicht getrocknet.
Ausbeute TOO« der Theorie. Loslich in viel heiRem Wasser.
Alkohol, Eisessig, Aceton. Fp. 205—210°. Die Verbindung

wurde dreimal und zwar aus Peptonpraparaten dreier Dar-
stellungen hergestellt.

Analysen.

Die Substanzen wurden tber Schwefelsdure bis zum kon-
stanten Gewicht getrocknet und in der Silberschale mit Atz-
natron (e natrio) und Salpeter verschmolzen.

I. Darstellung; atis dem Pepton der ersten Darstellung:
0,2476 g gaben 0,1228 g BaS04 S = 6,81 °/.
Il. Darstellung aus dem Pepton der dritten Darstellung:
0,2152 g Substanz gaben 0,1092 g BaS04 S = 6.97°/.

Il. Darstellung aus dem Pepton der funften Fraktion der zweiten
Carbaminofraktionierung :

0,2526 g Substanz gaben 0,1238 g BaS04 S = 6,73°/«.
Es berechnet sich fir CIOH.SO, * C,3H38N70IL: S = 4,19%0.
* * * 5 (CIGH7SO#)2 - GB3H3INTOL(): S 6,72°/0.

Es haben also auf die einfachste Formel des Peptons
berechnet 2 Molekile R-Naphthalinsulfochlorid reagiert.
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4-Nitrotoluol-2-sulfopepsinglutinpepton.
Das Derivat wurde zweimal analog dem R-Naphthalin-
sulfoderivat dargestellt.
Der Korper ist loslich in siedendem Alkohol. Eisessig.'
Aceton. Fp. 165°—170°.
Analysen der Uber Schwefelsaure bis zum konstanten
Gewichte getrockneten Substanz:

|. Darstellung aus Pepton der ersten Darstellung:
0,3688 g Substanz gaben 0,1714 g BaS04 S — 6.38% V.
Il Darstellung aus Pepton der dritten Fraktion der zweiten Carbammo-
fraktionierung :

0.2452 g Substanz gaben 0.1174 g DaS04 S = U,5?2K.
S berechnet fur (CcH,NO,CH3S0,), * t:,3H3;N70™ = 6,58°i.

Sowohl die Analysen des Naphthalinsulfoderivates als die
des Nitrotoluolsulfoderivates haben somit ergeben, dafll 2 Mole-
kiile der Chloride auf 7 Atome N des Peptons reagiert haben,
also ein Resultat, das mit keinem der beiden erwarteten Uber-
einstimmt. Hieraus ist zu schlieen, dal noch andere als
KH ,-Gruppen des Peptons, welche die Carbaminoreaktion geben,
mit den Chloriden reagiert haben; es ist an Hydroxylgruppen
zu denken, dabei aber zu berlcksichtigen, dafl die Tyrosin
gruppe dem Pepsinglutinpepton fehlt.

IV Hydrolyse des Pepsin-Glutinpeptons durch Schwefelsaure

1 Der durch Phosphorwolframsaure fallbare und nicht
fallbare N.

Ks ist nicht angangig, den nach der sog. Hausmann-
Khen Methode erhaltenen, durch Phosphorwolframsaure fall-
baren Stickstoff als den Stickstoff der Hexonbasen in Rechnung
zu setzen; denn wir wissen nicht, was dieser Phosphorwolfram-
saureniederschlag enthalt. Wohl aber ist die von dem einen

von uns modifizierte Methode sehr geeignet, um in den Werten
des durch Phosphorwolframséaure fallbaren und nicht fallbaren

Stickstoffs wertvolle Konstanten fir das Ausgangsmaterial zu
schaffen. Allerdings ist es notwendig, genau die vorgeschrie-

benenl) Bedingungen einzuhalten.

) M Siegfried. Diese Zeitschrift, Bd. XL1ll. S! 57 (1904)
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2 g Pepton wurden auf Schiffchen verteilt im Apparate
unter Anwendung von Alkohol als Siedemittel bis zum kon-
stanten Gewichte getrocknet. Dies ist auch hier nétig, um
das Pepton sicher ammoniakfrei zu erhalten.

Mit 50 ccm Wasser -f- 25 g konzentrierter Schwefelsaure
12 Stunden am RuckfluRkiihler gekocht: auf 200 ccm aufgefillt.

I. 10 ccm der Loésung verbr. nach Kjeldahl 12.8 ccm nfi<>-S t 12,4 ccm
2.10 - ) 125 » - /im Mittel.

Korrektionswerl : 500 ccm der Mutterlauge erfordern a) 8.3 ccm.
[>) 8,1 ccm, im Mittel fir 1000 ccm 10,4 ccm.

1. 40 cciii der Spaltungslésung erfordern im Niederschlage 12.2 ccm n,«u-S

im Filtrate 30,5
2. 10 [ ¥ Niederschlage 12,3
im Filtrate 30,7
Niederschlag im Mittel: 12,25 ccm. Korrektion fir 100 ccm Filtrat
und 50 ccm Waschflussigkeit -f- 2,05 ccm.
Korr, ccm fir Niederschlag 14,3 ccm == 28.8% vom Gesamt-N.
Filtrat im Mittel 36,6 ccm, Korrektion — 2,05 ccm = korr. 34,55 ccm
--- 60,7% vom Gesaml-N.
NH3-N wurde ebenso wie frilher von Scheermesser
nicht gefunden.

2. Isolierung und Bestimmung der Spaltungs-

produkte.

Erste Spaltung. 20 g Pepton der Ill. Darstellung mit
der Mischung von 150 ccm Wasser und 75 g konzentrierter
Schwefelséure 12 Stunden am RuckfluBkihler erhitzt. Nach
Verdiinnen mit ca. gleichem VVolumen Wasser von Spuren Humin-
substanzen filtriert und auf 500 ccm aufgefiillt.

Gesamt-N: je 5 ccm erfordern a) 24,6 ccm, b) 24,3 ccm, c¢) 24,5 ccm,
d) 24,3 ccm: im Mittel 24,43 ccm n/to-S.

Der Rest der Ldsung (480 ccm) wurde auf 1440 ccm
mit Wasser verdinnt, soda die Loésung 5°/o Schwefelsdure
enthielt. Mit zunachst 50 ccm 10°/oiger, dann 200 ccm 30°/oiger
und schlieBlich 20 ccm tO°/oiger Phosphorwolframséurelésung
gerade ausgefallt, das Ganze auf dem Waésserbade erwarmt,
nach 16 stindigem Stehen bei 20° abgenutscht, mit 200 ccm
Sit/oiger PWS -|- 5°/oiger H2S04 ausgewaschen. Der PWS-
Niederschlag unter Zusatz von Ammoniak in Wasser auf dem
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Wasserbade gelost, mit Barythydrat im geringen Uberschiisse
versetzt, Niederschlag aogenutscht, mit heiBem Wasser aus-
gewaschen, zweimal von der Nutsche genommen uud mit
heifem Wasser verrieben, wieder abgenutscht, mit heilem
Wasser ausgewaschen. Die vereinigten Filtrate und Wasch-
wésser mit Ammoncarbonat vom geringen Barytiberschusse
befreit, filtriert, eingedampft, wiederholt mit Wasser eingedampft,
in Wasser gelost, auf 250 ccm aufgefillt.
10 ccm der Losung erfordern nach K jeldalvl:
a) 20,7 ccm, b) 20,7 ccm » to-S.

Arginin-N. Die Bestimmung geschah nach Kossel mit
Silbersulfat und Barythydrat; der Silberbarytniederschlag wurde
kjeldahlisiert.

Je 10 ccm der Lésung gaben eine Silberbarylféllung. die a) 18,1 ccm.

Id 18.0 ccm nl/io-S erforderten, im Mittel also 18,5 ccm.
185.25.500 100 _ 40,
2-443 480

vom Gesamt-N, also rund Vs, Wenn also das Arginin quan-
titativ aus einem vorgebildeten Argininkompléxe entsteht, so
mifte, da das Arginin 4 N-Atome besitzt, das Pepton wenig-
stens 20 Atome N im Molekile enthalten, die empirische Zu-

sammensetzung also etwa der dreifachen Formel der oben
angeflhrten einfachsten entsprechen.

Wenn, was nicht bekannt ist, in diesem Falle durch
Phosphorwolframsdure auer Arginin nur Lysin geféallt wird,
betragt, da 69,3°/0 Arginin-N von dem durch Phosphorwol-
framséure fallbaren N gefunden wurde, der Lysin-N ca 31°/o;
es wirde dann auf 1 Molekil Arginin 1 Molekdl Lysin kommen.

Die Isolierung des Arginins und Lysins als Salze ist schon
von Scheermesser geschehen.

Die Verarbeitung des Filtrates vom Phosphorwolfram-
saureniederschlage.

Das Filtrat wurde mit Barythydrat (pro analysi, Kahl-
baum, alkalifrei) in kleinem Uberschiisse ausgefallt, der Nieder-
schlag abgenutscht, sorgfaltig mit heilem Wasser gewaschen,
von der Nutsche genommen, mit heifem Wasser verrieben,
wieder abgesaugt und gewaschen. Die vereinigten Filtrate und
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Waschwaésser wurden mit Ammoniumcarbonat vom Baryt-
Uberschusse befreit, eingedampft, wiederholt mit Wasser ein-
gedampft, in Wasser geldst und auf 200 ccm aufgefiillt.

Wir haben zunéchst den prozentischen Stickstoffgehalt
des in der Ldsung vorhandenen Substanzgemenges ermittelt,
um zu sehen, ob N-reiche oder -arme Aminosduren darin pré-
valieren. Zu dem Zwecke wurden parallel je 2 ccm der
Losung in Wageglaschen eingedampft und bei 80° bis zum
konstanten Gewicht getrocknet, darauf der Rickstand, dessen
Gewicht also bekannt war, kjeldahlisiert.

1. 0,1452 g Substanz erfordern 17,0 ccm nfio-S. K —~ 16,39
2. 0.1430 * > » 108 > » == 10,46 >.

Da die stickstoffreiehste Aminosaure, welche sich in dem
Filtrate vom Phosphorwolframsaureniederschlag finden konnte,
das -Glykoko.il, 18,0°/0 N enthalt, deuten diese Zahlen darauf
hin, daR Glykokoll in groBen Mengen vorhanden sein mufte.

Hierauf wurde die Ldsung (195 ccm) eingedampft und
der dinne Sirup mit Salzsdure geséttigt, mit einem winzigen
Krystall Glutaminsaurechlorhydrat geimpft und 14 Tage im
Eisschrank (-[- 4°) aufbewahrt. Das auskrvstallisierte Glutamin-
saurechlorhydrat wurde auf Glaswolle'abgesaugt und mit eis-
kalter rauchender Salzsdure farblos gewaschen. Nach dem
Trocknen Uber Kalihydrat betrug die Menge 1,7 g.

Aus der Mutterlauge wurde nach Einengen in gleicher
Weise 1,5 g Chlorhydrat gewonnen. Zur ldentifizierung wurde
jede Fraktion fir sich aus Wasser durch Sattigen mit Salz-
sdure umkrystallisiert, abgesaugt, mit rauchender Salzsdure
gewaschen und tber Atzkali bis zum konstanten Gewichte ge-
trocknet.

I. Fraklion.
1. 0,2124g erfordern 12,0 ccm n/,0-S nach Kjeldahl,
2. Substanz in 20°/oiger Salzsdure geldst, ¢ == 2,4950, t = 20%
! 2, « = -F 1,10» (+ 0.01».

Il. Fraktion.
0,1834 g erfordern 10,2 ccm nfio-S.
Gefunden: Berechnet:
N 791>, 7,79% 7,64°/0

[aJ° -f- 28,94° (fiir Glutaminsaure berechnet).
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Angegeben: [a]*° = E. Fischer und Th. Ddrpinghaust)

rf 70,85° 4* 28,210 -j- 31,91°; E. Fischer und R. H. Aders))
4 28,21°, Fr. Muller3) -f- 28,21°.

Im ganzen waren also 3,2 g Glutaminsdurechlorhydrat
erhalten worden, das entspricht 0,2292 g N und 164 ccm n/10-S.

Somit betragt nach diesem Versuche der Glutaminsdure-N
164+ 200 + 100 + 500

.95¢ 24.43 "100-480 = 2 - VOm Gesaint-N-

Das Hltrat vom Glutaminsdurehydrat wurde eingeengt
und ohne vorheriges Sattigen mit Salzsaure im Eisschrank
aufbewahrt. Die ganze Masse erstarrte zum Krystallbrei. Der-
selbe wurde abgenutscht, mit Aceton farblos gewaschen, die
Krystalle aus Wasser -f- Aceton umkrystallisiert. Die Analyse
ergab N = 17,92°/o, Gl = 44,87°/o, berechnet fur Glykokoll-
chlorhydrat N = 12,61 °/o, CI = 31,53°/0. Sie erwiesen sich
chlorammoniumhaltig. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus
ammoniakalischem verdinntem Alkohol wurde reines Glykokoll
erhalten.

Fp. 240°. Eine mit Glykokoll zusammengeriebene Probe
rab den gleichen Schmelzpunkt.

0,1040 g Substanz erfordern 13.7-ccm »/io*S.
Gefunden: Berechnet fur UC-NH, COOH:
N. 1844°/i0 18,66 °/o.

Zur vollstandigen Abscheidung des Glykokolls wurde die
t larbaminoreaktion benutzt.

Das Filtrat vom Glykokollchlorhydrat wurde mit Silber-
sulfat, Schwefelwasserstoff, Barythydrat, Ammoniumcarbdnat
behandelt; der durch Eindampfen des letzten Filtrates erhaltene
Rickstand wurde in wenig Wasser gelost, mit 11 kalt ge-
séttigter Barytldsung vermischt; in Eis gekihlt, etwas Phenol-
phthalein, Kohlensdure bis zur schwach alkalischen Reaktion
eingeleitet. Mit Barytwasser bis zur schwach alkalischen Reak-
tion versetzt, 12 Stunden bei 0° stehen gelassen. Nach dieser
Zeit war die Reaktion wieder schwach alkalisch geworden;

es wurde wieder Barytwasser zugegeben und abgesaugt, der
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 475 (1902).

W) Di*se Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 78 (1902).
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 265 (1903).
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Niederschlag mit halbgeséttigtein eisgekihltem Barytwasser
gewaschen. Im Filtrate wurde noch 3mal eine Féllung mit
der Carbaminomethode erzeugt. Aus dem Niederschlage wurde
lediglich Glvkokoll erhalten, das als Kupfersalz identifiziert wurde.
0.103f g Substanz verloren bei 110° 0,0080 g an Gewicht und gaben

0.0358 g CuO.
Gefunden: Berechnet fiir (GH2NH/'.00),Cu -\- B./1:
11,0 7.74°;.. -7,84V.
Berechnet fiir (C/1LN11*000).Cu:
Cu 29,98°» 30.09¢...

Aus dem Filtrate der letzten Carbaminofallung wurde
ein Sauregemisch erhalten, das in einen in absolutem Alkohol
nicht oder kaum I6slichen Teil und in einen in absolutem Al-
kohol I6slichen Teil durch wiederholtes Ldsen in absolutem
Alkohol und Fallen mit Ather getrennt wurde. Der erstere Teil
ging durch einen Unfall verloren. Von dem letzteren wurden
schliellich 1,05 g der aus der Losung in absolutem Alkohol durch
Ather gefallten Substanz, die nach dem Trocknen im Vakuum
Uber Schwefelsdure vollstandig in absolutem Alkohol ldslich
war, gewonnen. Die Ldsung derselben drehte nach links. Nach
Racemisieren durch Erhitzen mit Barythydrat im Rohr auf
150°1) wurde aus der regenerierten Séure durch Kochen mit
anhydrischem Kupferoxydhydrat ein Kupfersalz dargestellt, das
aus der wasserigen Losung beim Einengen auskrystaliisierte
Dasselbe féarbte sich bereits beim Trocknen Uber Schwefel-
sdure violett und verlor bei 110° das Krystallwasser.

Analysen:
0.1130 g Substanz verloren bei 110° 0,0123 g an Gewicht.

0.1034 g der bei 110° bis zum konstanten Gewicht getrockneten
Substanz gaben 0,1544 g COr 0,0520 g H20 und 0,0288 g Cu.

Gefunden: Berechnet fur CIHIGN204Cu -f- 2H,0:
11.0 1083V 10,98'V-
Berechnet fiir OIOHWNSO4C.u:
C 40,81°. 41,23°1.,
1 547V 5,49° «
Cu  22,28°« 21,81°

Nach nochmaligem Umkrystallisieren wurden folgende
Werte erhalten:

'I E. Fischer. Diese Zeitschrift. Bd. XXXIII, S. 137 (1901).
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0.1058 g Substanz verloren bei*110° .0,0110 an Gewicht. H,() /: 10,00®
0.0942 g der bei 110° bis zum konstanten Gewicht getrockneter Substanz
gaben 0,1412 g GO,. 0.0458 g 11,0 und 0,0258 g CuO.
Gefunden: C = 40,87%, H ™ 542® ,, Cu = 21,88°;,.

Ans den Analysenwerten und dem charakteristischen Ver-
halten des Kupfersalzes, beim Trocknen violett zu werden,
geht mit Sicherheit hervor, dal die isolierte Saure Prolin war

Zweite Spaltung. Die Aufgabe dieses Versuches be-
stand in erster Linie darin, die alkoholschwerlosliche Fraktion
aus dem Filtrate der Carbaminoféllung, welche bei, der ersten
Spaltung verloren gegangen war, zu untersuchen.

10,0886 g Uber Schwefelsdure getrockneten Peptons mit
der Mischung von 80 ccm Wasser und 40 g konzentrierter
Schwefelsédure 12 Stunden am HiicktluBkihler' gekocht. auf
25 ccm  augefullt.

Je 25 ccm erfordern; aj 12,2 ccm. h. 12:} ccm. im Mittel 12.25 ccm
"WS-Gesamt-N,
Der Rest der Losung (245 ccm) auf 784 ccm mit Wasser

verdunnt, mit Phosphorwolframsaure gefallt usw,, wie im ersten

Spaltungsversuche.

Abscheidung des Glykokolls und der Glutaminsiure
mit Hilfe der Carbaminoreaktion.

Das aus dem 4 iltrate des Phosphorwolframséureiiieder-
schlages erhaltene Aminosauregewicht in wenig Wasser gelost,
dazu 600 ccm gesattigtes Barytwasser, Eiskihlung, Phenolr
phthalein, Kohlensdure, 80 g feingepulvertes Barythydrat ein-
geriihrt.  Kohlensdure, Barytwasser bis zur stark alkalischen
Reaktion, abgesaugt, mit halbgesattigtem Barytwasser gewaschen
= Niederschlag I. In das Filtrat unter Eiskihlung 30 g Baryt-
hydrat verrihrt, Kohlensdure, 15 g Barythydrat, Kohlenséure.
Barythydrat bis stark alkalische Reaktion, abgesaugt, mit halb-
geséttigtem eisgeklhltem Barytwasser gewaschen = Nieder
schlag 1. Die vereinigten Niederschlage | und Il mit Wasser
unter Zusatz von Ammoniumcarbonat auf dem Wasserbade
zersetzt, das Filtrat vom Baryumcarbonat eingedampft. Der
vollig ammoniakfrei eingedampfte Rickstand in Wasser geldst,
auf 200 ccm aufgefillt.

5 ccm erfordern 17.3 ccm »/io-S.
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Somit betragt die Menge des Stickstoffes der durch die
Carbaminoféllung abgeschiedenen Aminosauren: 692 ccm. d. i
vom Gesamt-N: 692 - 250-100 __ R

o/,6°/o.
1225 245

170 ccm der Loésung wurden mit Ammoniak schwacli
alkalisch gemacht, durch abwechselnden Zusatz von Silber-
nitratldsung und ammoniakalischer Silbernitratldsung wurde
das glutaminsaure Silber gefallt, dessen Menge nach Absaugen,
Auswaschen mit Wasser und Trocknen uUber Schwefelsdure
3,4180 g betrug. Da der N-Gehalt des Silbersalzes 3,88 °/o ist,
enthélt die als Silbersalz abgeschiedene Glutaminsaure 0,1326 g N
= 94,7 ccm nlio-S. Also wurden erhalten vom Gesamt-N:

94,7 -100-200-250 __
1225-170-245

Diese Zahl ist hoher, als die im ersten Versuche erhal-
tene (7,3), in welchem die Glutaminséaure direkt ohne vorherige
Abscheidung als Carbaminosalz als Chlorhydrat gewonnen worden
war. Der Grund hierfiir liegt in der vollstandigen Abscheidung
der Glutaminsaure als Carbaminosalz. Tatsachlich 4Bt sich in
dem Filtrate des Carbaminobarytniederschlages keine Glutamin-
saure mit Hilfe der sehr empfindlichen Methode, Fallung durch
Silbernitrat und ammoniakalische Silberlésung, nachweisen.

Im ersten Spaltungsversuche war gezeigt worden, daf
nach Ausfallung mit Phosphorwolframsaure und Abscheidung
der Glutaminsaure durch die Carbaminoféallung lediglich Gly-
kokoll abgeschieden wird. Deshalb darf man die Differenz
des durch die Carbaminoreaktion geféllten Stickstoffes und des
Glutaminsaurestickstoffs als Glykokollstickstoff ansehen.

Glutaminsaure-N == ——------o-m—- = 114 ccm n.'io-S
245 170 !
Gesamt-N der Carbaminoféllung = —9—%2—;2—?—0—: 707 ccm n'io-S.
also Glykokoll-N: 593 ccm,
v & j. vom ESesamt—M: 293 100 _ 49.2°/0.
1225

Die Abscheidung des Leucins.
Aus dem Filtrate der letzten Carbaminofallung wurden
nach Entfernen des Barytes durch Krystallisation mit Alkohol
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zwei Fraktionen erhalten, die gleichmaRig in Drusen krystalli-
siert waren. Das Gewicht beider zusammen betrug 1,35 g.
Zur Racemisierung wurde die Saure mit Barythydrat am Riick-
flukkuhler gekocht. Die Losung der regenerierten Saure wurde
wiederholt mit Tierkohle gekocht: schlieRlich krystallisierte di*
Saure in vollig farblosen, in Wasser schwerldslichen Blattchen
aus. Fp. 265°.

Die Ldsung von 0,2 g zu 20 ccm mit 20°/.»iger Salzséure
erwies sich im 2 dm-Rohr als inaktiv.

1. 0,1014 g Substanz gaben 0.2034 g CO, und 0,0894 g HQ

2. 0,0862 erfordern 6,75 ccm n/to-S.
Gefunden: berechnet fiir CcHNNO,:
C 5471V 54,96UV
H 9,86 °« 9,92u u
N 10,96°;« 10,69°,«

Der Umstand, dalR das Leucin durch Umkrystallisieren
aus der durch Alkohol abgeschiedenen Substanz, deren Menge
1,35 g betrug, rein erhalten wurde, macht es wahrscheinlich,
dal diese 1,35 g fast nur aus Leucin bestanden haben. Diese
Menge wirde 8,5°/0 des Gesamtstickstoirs entsprechen. Es ist
aber zu berlcksichtigen, dal die S&ure wiederholt mit Tier-
kohle umkrystallisiert werden muflite, um farblos zu werden,
und dafl die Abscheidung der Rohsdure durch Alkohol keine
guantitative ist, sodal die bei der Hydrolyse entstandene Menge
Leucin groRer oder Kkleiner sein kann.

Bei der Hydrolyse des Pepsinglutinpeptons wurden somit
gefunden; .

Arginin-N = 19,7°
Lvsin-N = 91°

(unter der S. 311 gemachten Voraussetzung)
Glykokoll-N = 49,2°/«
Glutaminsaure-N = 93%
Leucin
Prolin.

tr die letzten beiden Aminosduren, deren Menge nicht
exakt bestimmbar ist, die aber einwurfsfrei isoliert wurden,
verbleibt somit zusammen 12,7 °/o N.
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