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Fiir den Physiologen ist es von grosster Bedeu-
tung, dass er bei Fragen des Stoffwechsels den che-
mischen Autbau aller in Betracht kommenden Korper
kennt. Nur dann darf er hoffen, die verwickelten Vor-
ginge der Verdauung und des Zellenlebens zu ent-
ratseln. Das Hauptsichlichste aus der Chemie der
Kohlehydrate und Fette ist nun schon lange bekannt,
dagegen iiber die wichtigsten Bausteine des tierischen
Organismus, die Proteine, wusste man bis vor kurzem
nur sehir wenig. Noch vor wenig Jahren hatte man
durchaus keinen Einblick in ihren Aufbau; man muss-
te sich damit begniigen, die elementare Zusammen-
setzung der einzelnen Proteine zu vergleichen. Man
nahm an, dass, wenn zwei Proteine ahnliche Ana-
lysenwerte fiir C, H, O, N und S gaben, diese beiden
Korper dann auch, wenn nicht vollig gleich, so doch
ahnlich zusammengeseizt seien. Die Kenntnis tiber den
Aufbau der einzelnen Proteine war eben sehr diirf-
tig. Freilich hatte man im Laufe der Zeiten einige
zusammenhanglose Beobachtungen gesammelt. Mehre-
re der bis jetzt aufgefundenen Aminosauren sind
schon vor Jahren enfdeckt worden, aber immer nur
in bestimmten Eiweissarten und sehr oft nicht in rei-
nem Zustande. Das reichliche Vorkommen dieser oder
jener Aminosiure fithrte zu ihrer Entdeckung, so des
Alanins in der Seide. Dann wurden immer wieder
die gleichen Verbindungen gefunden, weil sie wie das
schwer losliche Tyrosin sich leicht abscheiden oder
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ein schwer losliches Salz liefern, wie die Glutamin-
saure mit Salzsdure. Schliesslich hatte man auch die
sogenannten Hexonbasen kennen gelernt. Die iibrigen
Bestandieile dagegen entgingen dem Nachweis, weil es
an geeigneten Methoden zu ihrer Isolierung und Rei-
nigung fehlte.

Und dabei hatte man oft nicht die Gewissheit,
dass die untersuchten Korper wirklich chemische In-
dividuen vorstellten, ob sie nicht vielmehr ein Ge-
misch mehrerer verschiedener Verbindungen waren. Es
muss caher als ein grosser Schritt, ja als die erste
bedeutende Leistung in der Entwicklung der Eiweiss-
chemie bezeichnet werden, als es gelang, Methoden
zu finden zur Gewinnung moglichst gut charakteri-
sierter Proteine. Dies war den Arbeiten Mieschers,
Hofmeisters und Osbornes zu verdanken. Hatten die
oben erwahnten Untersuchungen, die namentlich von
E. Schulze, A. Kossel und E. Fischer herrithren, ge-
zeigt, dass man als die einfachsten Bausteine der Pro-
teine die Aminosauren anzusehen hat, so ist als wei-
terer Fortschritt die Feststellung zu bezeichnen, dass
alle Proteine, die bisher bekannt geworden sind, mit
nur wenig Ausnahmen die gleichen Bausteine besitzen.
Fiir manche von diesen besitzen wir exakte Metho-
den, fiir andere konnen wir wenigstens vergleichbare
Werte erhalten. Als grundlegend fiir alle diese Unter-
suchungen sind die Forschungen E. Fischers zu be-
trachten, dem es nach langem Bemiihen gelungen ist,
eine Methode auszuarbeiten, um die zahlreichen Schwie-
rigkeiten zu umgehen, welche bisher einer Isolierung
der einzelnen Spaltprodukte so sehr im Wege gestan-
den hatten. Im experimentellen Teil wird auf diese
so genannte Estermethode naher einzugehen sein.
Zwar gestattet sie nicht den Gehalt an einzelnen Ami-
nosauren quantitativ festzustellen, man kann aber mit
verhéltnismassig geringer Miihe die einzelnen Amino-




sauren in reinem Zustand darstellen und sie auch in
kleinsten Mengen nachweisen. Da sie ferner trotz der
nur annahernden Werte bei mehrfachen Untersuchun-
gen des gleichen Proteins immer dieselben Ausbeuten
an  Aminosduren liefert, so ist sie zu vergleichenden
Untersuchungen der einzelnen Eiweisskorper sehr ge-
eignet.

Emil Abderhalden hat nun den Versuch unter-
nommen, auf Grund der bisher ermittelten Gewichts-
prozente an einzelnen Bausteinen die Proteine einzu-
teilen. Bei einer Gruppe fehlen bestimmte Aminosiu-
rer, so dem FEier-, Serum- und Milchalbumin das
Glykokoll, den in Alkohol l6slichen Pflanzeneiweissen
das Lysin, dem Leim Tyrosin und Tryptophan. Ver-
gleichen wir die Mengenverhaltnisse, in denen die ein-
zelnein Aminosduren am Aufbau des Eiweissmolekiils
beteifigt sind, so ergeben sich auch gewaltige Unter-
schiede. Sehr auffallig ist der verschiedene Anteil der
Mono- und Diaminosduren. Wihrend die letzteren bei
den Protaminen vorherrschen, stehen sie bei den Al-
buminoiden sehr im Hintergrunde; hier treten die Mo-
noaminosiauren mehr hervor. Weniger ausgepragt
sind diese Unterschiede bei den gewohnlichen Eiwei-
ssen und den Histonen. Auffallend ist sodann das
starke Auftreten einzelner Monoaminosiuren. Das
Gliadin besteht z. B. zum dritten Teil aus Glutamin-
siure,

Von diesen Gesichtspunkten aus lassen sich, wie
Abderhalden betont, Gruppen von Eiweisskérpern auf-
stellen, in welchen die einzelnen Vertreter neben den
gleichen Bausteinen annihernd gleiche Prozentzahlen
fiir die Aminosauren besitzen. Abderhalden hat nun
die weitere Frage aufgeworfen, ob zwei Proteine,
welche bei der totalen Hydrolyse gleiche Werte liefern
an Prozentzahlen, auch einander gleich sind. Oder
mit anderen Worten: Geniigt der véllige Abbau zur
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ldentifizierung eines Proteins? Es geniigt dies nicht.
Weit entfernt davon konnen vielmehr diese beiden Fi-
weisskdrper im chemischen Aufbau wie in ihren biolo-
gischen Eigenschaiten grundverschieden sein. Die che-
mische Seite der Frage soll ein einfaches Beispiel na-
her beleuchten. Nehgnen -wir an, es wire aus einem
Eiweisskorper ein Polypeptid, also ein Korper, der
aus mehreren aneinander gekuppelten Aminosduren be-
steht, isoliert und nach Moglichkeit gereinigt. Er zei-
ge bei seiner totalen Hydrolyse 1 Glykokoll, 2 d Ala-
rin und 1 1 Leucin als Bestandteile, ware also ein
Tetrapeptid. Nehmen wir zur Vereinfachung der Fra-
ge ausserdem an, es gelange bei der partiellen Hy-
drolyse dieses Kérpers nachzuweisen, dass d Alanin
einmal an Glykokoll, das andere Mal an 1 Leucin ge-
bunden sei, so sind immer noch acht Mdoglichkeiten
fiir den Aufbau unseres Tetrapeptids denkbar:

Glyeyl - d-Alanyl - d-Alanyl - I-Leucin
d-Alanyl-Glyeyl - d-Alanyl - I-Leucin

Glycyl - d-Alanyl - 1-Leucyl - d-Alanin
d-Alanyl-Glyceyl - 1-Leucyl - d-Alanin

d-Alanyl - I-Leucyl-Glycyl - d-Alanin

. I-Leucyl - d-Alanyl-Glycyl - d-Alanin

d-Alanyl - I-Leucyl - d-Alanyl-Glycin

. I-Leucyl - d-Alanyl - d-Alanyl-Glycin.

Hatten wir nicht die Einschrinkung gemacht,
dass d Alanin einmal an Glykokoll, dann an 1 Leu-
cin gekuppelt sein soll bei der partiellen Hydrolyse,
so waren noch weit mehr Bindungsmoglichkeiten vor-
handen, z. B. Glyeyl - I-Leucyl - d-Alanyl - d-Alanin. Ein
blosses Verschieben in der Reiheniolge der einzelnen
Aminosduren gentigt, um einen chemisch durchaus
verschiedenen Korper herzustellen. Mithin ist schon
an diesem doch noch relativ einfach auigebauten Kor-
per aus der totalen Hydrolyse durchaus kein Bild sei-
ner Struktur zu gewinnen. Ist hier aber die Zahl der
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Isomerien schon so gross, welche Schwierigkeiten bie-
ten sich erst bei der Untersuchung eines Proteins,
das doch so viel mehr Bausteine enthilt, wo die Zahl
der méglichen Strukturisomerien ins Unendliche wiichst.
Noch komplizierter gestaltet sich die Frage, wenn
entschieden werden soll, ob zwei Eiweisskdrper gleich
sind. Denken wir wieder an unser Tetrapeptid. Wir
nahmen an, es enthielte 1 Glykokoll, 2 d Alanin und
I 1 Leucin. Seine partieile Hydrolyse ergibe die oben
erwahnte Bindung des Alanins einmal an Glykokoll,
das andere Mal an 1 Leucin. Ein zweites Tetrapep-
tid bestehe aus denselben Aminosiduren. Wie liesse
sich jetzt entscheiden, ob beide strukturisomer sind?
Man wiirde den zweiten Korper der partiellen Hy-
drolyse unterwerfen. Wiirde sich dann d-Alanyl - d-Ala-
nin neben I-Leucyl-Glycin ergeben, so wire damit
festgestellt, dass es sich um zwei nicht identische
Korper handelte. Anders dagegen, wenn bei der par-
tiellen Hydrolyse die gleichen Dipeptide auitreten wie
beim ersten Korper. Es bliebe nun noch die Mog-
lichkeit, dass es gelinge, eine Aminosiure abzuspal-
ten und die Eigenschaften der iibrig bleibenden Tri-
peptide zu vergleichen oder sie sogar zu identifizieren
mit bekannten Tripeptiden.

Dieses kleine Beispiel enthalt in Kiirze die Wege,
welche die Eiweisschemie einzuschlagen hat. Wie
schon Abderhalden in seinem lLehrbuch der physiolo-
gischen Chemie ausfithrlich beweist, muss sie einmal
versuchen, aus gut gereinigten Proteinen durch die
partielle Hydrolyse direkt Polypeptide mit méglichst
wenig Komponenten zu fassen, andererseits muss man
bestrebt sein, Mittel und Wege zu finden, um die er-
haltenen Paolypeptide zu identifizieren. Diese letzte
Forderung schien langere Zeit nicht erfillbar zu sein,
hier drohte die Forschung auf den toten Punkt zu
kommen, da war es wieder E. Fischer, der auch hier
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einen gangbaren Weg fand. Die Analyse versagte,
cdaher brachte er die Synthese ins Treffen. Nach den
Angaben, die die totale Hydrolyse eines gefundenen
Polypeptids ihm lieferten, bauten er und seine Mitar-
beiter aus den betrefienden Aminosiuren alle in Fra-
ge kommenden Polypeptide auf, untersuchten ihre Ei-
genschaften und verglichen sie mit denen des aus dem
LEiweiss gewonnenen Korpers. Die Miihe, der Zeit-
aufwand ist gewaltig, bis es gelingen kann, auch nur
von einem gefundenen Tripeptid alle moglichen Koni-
binationen aufzubauen und mit ihren Eigenschaften
festzulegen. Dafiir verspricht dieses Verfahren nicht
nur in Zukunft reiche Friichte, sondern schon jetzt
liegen mehrere Dipeptide und hoéher aufgebaute Kor-
per vor, die von E. Fischer und E. Abderhalden aus
verschiedenen Eiweissarten abgespalten sind und mit
den kiinstlich aufgebauten iibereinstimmen.

Ls ist von Interesse, diese komplizierten Baustei-
ne, die bisher gefunden sind, zusammenzustellen.

Schon vor einiger Zeit war es gelungen, bei der
partiellen Hydrolyse der Seide das Glycyl - d-alanin-
anhydrid und das Glyeyl - I-tyrosinanhydrid aufzufin-
den. E. Abderhalden hat jetzt die entsprechenden Di-
peptide direkt aus der Seide isoliert. Er fand zuerst
Glycyl - Ityrosin, dann in dessen Mutterlauge das d-
Alanyl-glycin. Letzteres schied er dann in grosseren
Mengen wiederholt bei der Bereitung von Seidenpep-
ton ab.

Aus dem Elastin, gewonnen aus dem Ligamen-
tum nuchae des Ochsen, wurde von E. Fischer und
E. Abderhalden isoliert:

1. Glyeyl - l-leucinanhydrid.

2. I-Leucyl - d-alaninanhydrid.

Auch das Dipeptid selbst wurde gefunden:

d-Alanyl - I-leucin; und neuerdings von E. Abder-
halden das isomere 1 Leucyl-d-alanin.
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Ein weiteres Anhydrid aus Elastin ist das Gly-
cyl - d-valinanhydrid, ferner ein anderes, das bei der
totalen Hydrolyse d Alanin und | Prolin lieferte. Es
muss aber darauf hingewiesen werden, cdass bisher
ein eingehender Vergleich mit den entsprechenden syn-
thetischen Korpern namentlich fiir den letzteren Iehlt.

Aus Gelatine hergestellt und einstweilen nur
durch die totale Hydrolyse identifiziert ist das von
P. Levenc und W. A. Beaity beschriebene

Glycyl-prolinanhydrid.

Aus Seide ist von E. Fischer und E. Abderhal-
den mit Hilfe von gNaphtalinsulfochlorid erhalten

gNaphtalinsulfo-glycyl-d-Alanin.

Ferner kuppeiten E. Abderhalden und Casimir
Funk Seidenpepton mit gNaphtalinsulfochlorid und bau-
ten das Reaktionsprodukt total ab. Sie erhielten Mo-
nonaphtalinsulfotyrosin (die gNaphtalinsulfogruppe be-
findet sich an der Phenolgruppe) gNaphtalinsulfoalanin,
Glykokoll und Alanin. Dagegen keine Spur ven Di-
pnaphtalinsulfotyrosin. Daher befindet sich Alanin we-
nigstens zum Teil am Anfang der Polypeptidkette.
Gleichzeitig wird iiber das sNaphtalinsulfoderivat des
Glycyl-Ityrosins und seine Spaltprodukte und iiber
das Mono-g-Naphialinsulfotyrosinnatrium (bei freiem Hy-
droxyl ist die Aminogruppe besetzt) berichtet. Als
weiteres direkt isoliertes Depeptid ist anzufithren die
von E. Fischer und E. Abderhalden aus Gliadin ge-
wontene 1-Leucyl - d-glutaminsaure.  Osborne  und
Clapp isolierten ferner aus Gliadin einen Korper, der
bei der totalen Hydrolyse Phenylalanin und Prolin
lieferte.

Ferner wird von E. Fischer und E. Abderhal-
den ein Tetrapeptid beschrieben, das 2 Glykokoll, 1
d Alanin und 1 1 Tyrosin enthdlt. Ueber seine Struk-
tur ist man im Unklaren.

Cob
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Bei der toftalen Hydrolyse des Caseins und an-
derer Proteine entstehen Anhydride, iiber welche E.
Abderhalden und Casimir Funk berichtet haben. Aus
Casein wurde bisher rein hergestellt

1 Leucinanhydrid und
I Phenylalanyl-d-alaninanhydrid.

Schliesslich beschreibt E. Abderhalden mehrere
Produkte, die er aus dem Edestin der Baumwollen-
samen isoliert hat:

I. enthaltend Glutaminsaure und Tryptophan,

II. mit Tryptophan, Glutaminsdure und Leucin,

IHI. Tyrosin, Glykokoll und Leucin (dagegen kei-

ne Spur Tryptophan).

s liegen also schon mehrere Untersuchungen
vor, welche beweisen, dass in der Tat im Eiweiss-
molekiil die einzelnen Aminosauren sich in saure-
amidartiger Bindung befinden.

Nunmehr ist E. Abiderhalden an die Entschei-
dung der Frage herangetreten, ob Eiweisskorper, wel-
che nicht nur die gleichen Bausteine besitzen, son-
dern diese auch in gleichen Mengenverhaltnissen auf-
weisen, bei der partiellen Hydrolyse ebenfalls gleich-
artige Abbauprodukte liefern oder aber, ob da Unter-
schiede vorliegen. Als besonders geeignet fiir diese
Feststellungen erwiesen sich die Seidenarten. Eine
canze Reihe der verschiedensten Seiden wurden direkt
aus der Heimat beschafit und nacheinander im phy-
siologischen Institute der Tierdrztlichen Hochschule
Berlin der totalen Hydrolyse unterworfen. Hierbei
fless sich zeigen, dass zwar stets die gleichen Ami-
nosiuren gefunden wurden, es lassen sich jedoch nach
den Mengen, in welchen die einzelnen Bausteine vor-
handen sind, bestimmte Gruppen abgrenzen. Es gibt
Seiden, die wie die italienische Grege sehr viel Gly-
kokoll, Alanin und Tyrosin aufweisen, wahrend die




Tussahseiden, welche zum Typus der wilden Seiden
gehoren, nur wenig Glykokoll enthalten.

An Dipeptiden und zwar zunachst in Form ihrer
Anhydride wurden bisher isoliert von E. Abderhalden
und Akikazu Suwa aus der Canton-Seide

Glycyl - d-alaninanhydrid und

Glyeyl - I-tyrosinanhydrid und aus der New-Chwang-
Seide und der indischen Tussah

d Alaninanhydrid und

Glycyl-d-alaninanhydrid.

Expetimenteller Teil

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden von
nir die Cocons der italienischen Seide der totalen
Hydrolyse unterworfen, um ihren Gehalt an Mono-
aminosauren festzustellen. Das Material fiir meine
Arbeit wurde mir von Herrn Prof. Abderhalden zur
Verfiigung gestellt, und ich mochte an dieser Stelle
die Gelegenheit nicht voriibergehen lassen, hierfiir,
wie fiir das rege Interesse, welches Herr Prof. Ab-
derhalden meinen Untersuchungen entgegengebracht
hat, meinen aufrichtigen Dank abzustatten.

Die Cocons der Seidenraupe sind nicht einheit-
lich zusammengesetzt. Es lasst sich verhéltnisméssig
leicht ein zu innerst liegendes Hautchen vom {ibrigen
Cocon abtrennen. Dieses erscheint anders gewoben
als die iibrigen Partien des Cocons. Ich besass nicht
geniigend Material, um zu entscheiden, ob den ver-
verschiedenen Schichten auch eine besondere Zusam-
mensetzune zukommt. Vorlaufig wurde der Cocon
als Ganzes untersucht, nachdem er zuvor entleimt
worden war. Der Leim wurde getrennt durch wie-
derholtes Auskochen der Cocons im Porzellanbecher
unter Druck. Der Leimgehalt betrug 287, des Co-

cons. Die entleimten Cocons bildeten ein Gewirr von
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hellgelben Seidenfaden verschiedener Dicke. Bei 1009
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, verloren die luft-
trockenen Cocons 11—12% und ergaben bei der Ver-
aschung im Porzellantiegel und dem Wiegen des Riick-
standes 1,9% Asche.

Gewinnung des Tyrosins.

Zur Isolierung des Tyrosins wurden 100 g de-
gommierte Cocons mit 600 g 25% Schwefelsiaure in
einem Rundkolben iibergossen, im Wasserbad und am
Kugel-Riickflusskiihler erwarmt und mehrmals gut ge-
schiiitelt, bis eine vollige Auflosung der Seidenfiden
eingetreten war. Darauf wurde der Rundkolben auf
ein Baboblech gesetzt und unter Zugabe von Siede-
steinchen die Fliissigkeit am Riickflusskiihler etwa 10
Stunden gekocht. Dann wurde eine Probe des dunkel-
braunen Hydrolysats mit der Biuretreaktion auf Pep-
tone untersucht. Da die Reaktion positiv austfiel,
musste angenommen werden, dass die Aufspaltung
noch nicht beendet sei. Daher wurde das Kochen
tortgesetzt, bis nach weiteren 7 Stunden der negative
Ausfall der Reaktion in einer zweiten Probe darauf
deutete, dass keine komplizierter gebauten Korper
mehr vorhanden waren. Die Hydrolysenfliissigkeit
wurde darauf isoliert und der sich ergebende Riick-
stand so lange mit destilliertem Wasser ausgewaschen,
bis er frei von Schwefelsiure war. Die so erhaltenen
Waschwisser wurden zum Filfrat hinzugefiigt. Dar-
auf wurde die zur ungefihren Neutralisation der Schwe-
felsdure notige Menge an Baryumhydroxyd berechnet
und fein gemahlen allmihlig unter stetem Riithren der
Fliissigkeit zugesetzt, bis die von dem ausfallenden
Baryumsulfat milchig gefarbte Fliissigkeit auf Lakmus
sich neutral zeigte. Jetzt wurde der Schwerspat von
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cder Hydrolysenfliissigkeit getrennt und so lange mit
destilliertem Wasser ausgekocht, bis eine Probe des
Filtrats keine Rotfarbung mit Millons Reagens mehr
gab. Die Waschwiésser wurden dann mit dem Filtrat
vereinigt und die gesamte Fliissigkeit bei 459 des
Wasserbades im Vakuum bis zur beginnenden Kristal-
lisation eingeengt. Also wurde das Einengen fortge-
sefzt, bis sich an den Wandungen des Kolbens feine
Kristalle absetzten, die sich beim Abkiihlen der Fliis-
sigkeit in grossen Mengen abschieden. Diese Tyro-
sinmassen wurden abgenutscht, das Einengen fortge-
setzt und das fortwihrend ausfallende Tyrosin weiter
von der Mutterlauge getrennt, bis schliesslich letztere
in einer mittelgrossen Porzellanschale Platz hatte und
auf dem Wasserbacle weiter eingeengt werden konnte.
Endlich liess sich mit Millons Reagens kein Tyrosin
mehr in der Fliissigkeit nachweisen. Das Gesamtge-
wicht des so gewonnenen Rohtyrosins betrug 10,2 g.
Wahrend aber die zuerst ausgefallenen Tyrosinmassen
ziemlich farblos waren, zeigten die zuletzt gewonne-
nen sich sehr unrein und stark gefarbt. Daher wurde
das gesamte so abgeschiedene Tyrosin aus heissem
Wasser unter Anwendung von Tierkohle mehrmals um-
kristallisiert und dabei besondere Sorgfalt darauf vei-
wandt, dass kein Tyrosin in der Tierkohle zuriick-
blieb. Die Menge des reinen Tyrosins betrug 9 g.

lsolierung der iibrigen Aminosduren.

Zur Trennung der {ibrigen Aminosauren wurden
300 ¢ gereinigte und entleimte Cocons der totalen Hy-
drolyse mit rauchender Salzsiure unterworfen. Zu
diesem Zwecke wurden die Cocons in einem Rund-
kolben mit der dreifachen Gewichtsmenge an rau-
chender Salzsdure vom spezifischen Gewicht 1,19 tiber-
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gossen und auf dem Wasserbade am Riickilusskiihler
unter fortwahrendem Schiitteln zur Losung gebracht.
Nun wurde auf dem Baboblech am Riickflusskiihler
das Gemisch gekocht. Nach 8 Stunden fiel die Biu-
retreaktion negativ aus. Die dunkelbraune Fliissigkeit
wirde durch ein Coliertuch abgenutscht und der Riick-
stand durch haufiges Auswaschen mit Wasser von der
freien Salzsaure befreit. Die zuriickbleibenden schwirz-
lichen Massen, die sogenannten Melanine, wurden
iiber Kalk und Schwefelsdure und schliesslich bei
1000 getrocknet, bis sie nicht mehr an Gewicht ein-
bussten. So getrocknet wogen sie 9,6 g d. i. 3,2.
Das Waschwasser wurde mit dem Filtrat vereinigt
und bei etwa 400 des Wasserbades und einem stark
verminderten Druck, der durch eine Wasserstrahlluft-
pumpe erzeugt wurde, zur Sirupkonsistenz einge-
dampft, dann wurden 1'% | absoluter Alkohol zuge-
geben und gasférmige trockene Salzsidure eingeleitet.
Unter FErwarmen trat Losung des Sirups ein. Es
hatten sich die in Alkohol 16slichen salzsauren Ester
der Aminosduren gebildet. Das Einleiten von Salz-
siure wurde erst unterbrochen, als Salzsiuredampfe
reichlich entwichen. Nun wurde der Kolben gut ver-
schlossen und abgekiihlt. Nachdem darauf aufs neue
Salzsdure bis zur Sattigung eingeleitet war, wurde
die wieder gekiihlte Losung mit einem Kristillchen
von Glykokollesterchlorhydrat geimpft und fir 24
Stunden in den Eisschrank gestellt. Als nach dieser
Zeit reichlich Glykokollesterchlorhydrat ausgefallen war,
wurden die Kristallmassen abgenutscht und mit kal-
tem absolutem Alkohol gewaschen. Der Waschalko-
hol wnd das Filtrat zusammen wurden stark einge-
engt, um das bei der Bildung der Ester der Amino-
siure entstehende Wasser zu entfernen. Darauf wur-
de aufs neue Alkohol zugegeben und. Salzsdure bis
zur Siftigung eingeleitet, die gut gekiihlte Losung
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wieder geimpit und 36 Stunden lang auf Eis gestellt.
Nach Absaugen der inzwischen ausgefallenen Kristalle
wurde das Filtrat mit dem zum Reinigen der Kri-
stalle verwandfen Waschalkohol zur Sirupkonsistenz
eingeengt. Nach Zusatz von etwas absolutem Alko-
hol wurde der ganze Prozess der Veresterung zum
dritten Male durchgefiihrt. Jedoch Iliess sich jetzt
kein Glykokollesierchlorhydrat mehr abscheiden.
Daher ging ich dazu iiber, die Ester der {ibrigen
Aminosduren, welche sich als Esterchlorhydrate in der
Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrats befinden,
in Freiheit zu setzen. Dazu wurde die erwihnte Mut-
terlauge sehr stark eingedickt und in moglichst we-
nig Wasser gelost. Dann wurde die Losung in einer
Kiltemischung von Kochsalz und FEis gut gekiihlt
und mit Aether iiberschichtet. Gleichzeitig wurde
337 ige Natronlauge, welche zur Neutralisation der Salz-
sdure dienen sollte, in einer Kaltemischung bereit ge-
halten. Diese wurde dann langsam und unter steti-
gem kraftigen Durchschiitteln in der Kiltemischung
dem Kolbeninhalte zugefiigt. Als die freie Salzsiure
neutralisiert war, wurden die Ester durch vorsichtige
Zugabe von kohlensaurem Kalium ausgesalzen. Der
anfangs braun gefarbte Aether wurde erneuert, immer
wieder Alkali und Kaliumkarbonat hinzugefiigt, der
Aether nach krafrigem Schiitteln wieder abgegossen
und dieses Verfahren so lange fortgesetzt, bis der
Aether schliesslich ganzlich farblos wurde. Die aethe-
rische Losung der freien Ester wurde zunichst iiber
festern Kaliumkarbonat gesammelt, nach einer halben
Stunde filtriert und 12 Stunden mit geglithiem Na-
triumsulfat getrocknet. Aus der so behandelten L&-
sung, welche etwa 13 1 betrug, wurde dann der Aether
verdampft anfangs bei gewohnlichem Druck und et-
wa 300 des Wasserbades, gegen Ende des Verfahrens
aber unter vermindertemn Druck bei Zimmertemperatur,
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um zu verhiiten, dass die Ester teilweise mit dem
Aether in die Vorlage iiberdestillieren. Das Gemisch
der freien Ester der Aminosauren wurde nunmehr in
einem Claissenkolben der [raktionierten Destillation un-
terworfer.
Es wurden dabei drei Frakiionen aufgefangen:

I. bei bis 100° des Wasserbades und etwa 12 mm Druck,
I1. bei bis 100° d. Wasserbades u. etwa 0,1 — 0,6 mm Druck,
1. beibis 200° des Oelbades und etwa0,1 —0,5mm Druck.

l.pEraktiomn _

Die Verarbeitung der 1. Fraktion begann mit der
Verseifung der Ester. Die Fliissigkeit wurde mit et-
wa der I10fachen Menge Wasser {ibergossen und
unter Zugabe von Siedestibchen am Ruckilnsskiihler
auf dem Baboblech gekochi, bis das Verschwinden
der alkalischen Reaktion die Beendigung des Versei-
fungsprozesses anzeigie. Dies war nach elwa 8 Stun-
den der Fall. Nunmehr wurde die wiasserige Lo-
sung der freien Aminosiuren unter . vermindertem
Druck .zur Trockne eingedampft und der Riickstand
wiederholt mit absolutem Alkohol ausgekocht, um das
etwa vorhandene Prolin zu gewinnen. Die alkoho-
lische Losung wurde dann zusammen mit der aus
der 2. Fraktion in gleicher Weise gewonnenen weiter
behandelt. Die {ibrigen Aminosauren der 1. Frak-
tion, welche in Alkohol nicht 16slich waren, wurden
nun in etwas Wasser geldst und auf dem Wasserbade
durch Kristallisaiion in 8 Fraktionen zerlegt. Nach-
dem diese im Trockenschrank bei 100° bis zur Ge-
wichtskonstanz verblieben waren, wurde der Schmelz-
punkt der einzelnen Fraktionen festgestellt und aus je
einer bestimmten Menge das Kupfersalz hergestellt und
untersucht. Dazu wurde je 1 g der betreffenden Fraktion
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mit einem Ucberschuss von Kupferoxydaufschwemmung
aufgekocht, die Losung vom Riickstand  ablfiltriert,
letzterer noch gut ausgekocht und dann das Filtrat
im Verein mit den Waschwissern zur Trockne ver-
dampft. Von den so erhaltenen Kupfersalzen der ein-
zelnen Fraktionen wurden bestimmte Mengen, die bei
100° bis zur Gewichiskonstanz getrocknet waren, im
Porzellantiegel verascht. Aus der Ditferenz der Ge-
wichtszahlen wurde sodann der jeweilige Kupferge-
halt der Salze von den einzelnen Fraktionen berechnet.

[ Eraktien.

In gleicher Weise wurde die 2. Frakiion verar-
beitet. Die Verseifung, wurde ebenfalls durch 8stiin-
diges Kochen mit der 10fachen Menge Wassers er-
zielt. Die wasserige Losung der freien Aminosiuren
wurde zur Trockne eingedampit, das Prolin durch
wiederholtes Auskochen mit absolutemn Alkohol abge-
trennt und mit dem aus der 1. Fraktion stammenden
alkoholischen Auszug vereinigt. Von den {ibrigen
Aminosauren wurden entsprechend ihrer geningeren
Gewichtsmenge nur 4 Fraktionen hergestellt, welche
dann wie bei der 1. Fraktion auf ihren Schmelzpunkt
tnd den Kupfergehalt ihrer Kupfersalze untersucht
wurden.

Prolin-Bestimmung.

[Das Prolin, welches in den beiden ersten Frak-
tionen enthaiten ist, war durch deren Auskochen mit
absolutem Alkohol gewonnen worden. Der vereinigte
Auszug wurde unter vermindertem Druck eingedampit
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vnd der Riickstand wieder mit heissem absolutem Al-
kohol iibergossen. Dabei zeigte sich, dass nur ein
Teil wieder in Losung ging. Diese Losung wurde
wieder zur Trockne verdampft und nochmals mit ab-
solutem Alkohol gelost. Auch jetzt blieb ein in Al-
kohol unldslicher Riickstand. Diese beiden unldslichen
Riickstinde wurden in Wasser gelost, vereinigt, ein-
gedampft und wie die beiden ersten Fraktionen auf
Schmelzpunkt und Kupfergehalt ihrer Kupfersalze un-
tersucht. Die alkoholische Lésung dagegen bliebinach
nochmaligem Eindampfen véllig in absolutem Alkohol
loslich. Da nun anzunehmen ist, dass der beim Ein-
dampfen verbleibende Riickstand ziemlich reines Pro-
'in darstellt, wurde dieses in sein Kupliersalz iiberge-
fihrt, nachdem vorher sein Gewicht festgesiellt war.
Dazu wurde seine wisserige Losung mit Kupfer-
oxydaufschwemmung gekocht, das Filtrat hiervon mit
den beim Auskochen des Riickstandes sich ergebenden
Waschwissern vereinigt und zur Trockne eingedampft.
Die Ueberfithrung des Prolins in sein Kupfersalz
wurde vorgenommen, um 1 Prolin von dem gleich-
zeitig vorhandenen racemischen Prolin zu trennen.
Wahrend namlich das Kupfersalz des ersteren in ab-
solutent Alkohol sich 1ost, ist das Kupfersalz des d-I
Prolins in Alkohol vollig unidslich. Daher wurde
das so gewonnene blaue Prolinkupfer mit absolutem
Alkohol aufgekocht. Wéahrend ein Teil in Lésung
ging und durch Filtrieren abgetrennt werden konnte,
blieb ein Riickstand iibrig, das razemische Prolin-
kupfer. Dieses wurde aus Wasser umkristallisiert und
sein Kupfergehalt bestimmt, nachdem es bei 1207 ge-
tfrocknet worden war. Der in Alkohol Idsliche An-
teil, das 1 Prolinkupfer, ergab beim Eindampfen wun-
ter vermindertem Druck einen sirupartigen Riickstand.
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Aus der leizten Fraktion wurde zuniichst der
Phenylalaninester abgetrennt. Das CGemisch der ver-
schiedenen Ester — hier kommen ausserdem die Fster
des Serins, der Asparagin- und Glutaninsiure in Fra-
ge — wurde mit etwa der fianifachen Menge Wasser
versetzt. Da der Ester des Phenylaianins nur sehr
schwer in Wasser loslich ist, fiel er in Form fe‘nster
Tropichen aus und verlieh dadurch der Fliissigkeit
eine milchige Tritbung. Da aber die anderen Ester
in Wasser leicht 16slich sind, gelang es, den erstge-
nannten Ester dadurch abzutrennen, dass das Gemisch
mit Aether geschiittelt wurde, wobei er von dem Ae-
ther aufgenommen wurde, wahrend die drei iibrigen
Ester im Wasser gelost blieben. Dann wurde mit dem
Scheidetrichter die sich bald absetzende aetherische
Schicht von der wasserigen Losung getrennt und durch
mehrlaches Auswaschen mit Wasser von den etwa
noch mitgerissenen Teilen der iibrigen Ester gereinigt.
Nachdem nun der Aether bei vermindertem Druck
entfernt worden war, wurde der Riickstand durch
wiederholtes Verdampfen mit rauchender Salzsiure ver-
seift. Das dabei gebildete salzsaure Phenylalanin wur-
de aus Salzsiure umkristallisiert.

Die Losung der iibrigen Ester in Wasser wurde
mit den Waschwassern der aetherischen Lésung ver-
einigl. Dann wurden die Ester durch Kochen mit
Baryuinhydrat verseift, welches zu diesem Zweck frisch
umkristallisiert worden war. Erst nach langerer Zeit,
die Losung stand iiber drei Wochen, waren neben
dem Baryt in grosserer Menge feine Kristalldriisen
sichtbar, die aus asparaginsaurem Baryt bestehen. Sie
wurden abfiltriert und durch Kochen mit Schwefel-
siure zersetzt. Darauf wurde aus der stark verdiinn-
fen Losung die freie Schwelelsiure durch Baryumhy-




droxyd entfernt und das Filtrat vom ausgefallenen
Baryumsulfat eingedampit. Der Riickstand bestand aus
reiner Asparaginsaure.

Nunmehr wurde zur Gewinnung der Glutamin-
siure die Mutterlauge vom asparaginsauren Baryt
weiter verarbeitet. Der Baryt wurde quantitativ mit
Schwetelsdure entferni. Das Filtrat vom so entstan-
denen Baryumsuliat wurde unter vermindertem Druck
stark eingeengt und in die Fliissigkeit gasférmige
Salzsiure bis zur Sattigung eingeleitet. Die Losung
blieb dann einige Tage im Eisschrank stehen und
hatte nach dieser Zeit einen kristallinischen Nieder-
schlag ausgeschieden. Dieser wurde abgenutscht. In
das Filtrat, welches zuvor noch eingeengt war, wur-
de aufs neue Salzsiure eingeleitet. Nach einigen Ta-
gen waren wieder Kristallmassen vorhanden. Der
ganze Prozess wurde darauf noch einmal wiederholt,
doch ohne Erfolg. Die vereinigten Niederschlage wur-
den nun mit kalter Salzsiure gewaschen, aus heisser
Salzsdure umkristallisiert und tber Kalk und Schwe-
felsdure getrocknet.

Schliesslich blieb noch die Mutteriauge des Glu-
taminsaurechlorhydrats auf’ ihren Gehalt an Serin
und Asparaginsidure zu untersuchen. Dazu wurde die
Mutterlauge des unreinen Produktes mit der des um-
kristallisierten Salzes vereinigt und unter vermindertem
Druck vollig zur Trockne verdampit. Der Riickstand
wurde, um moglichst viel von der freien Salzsaure
zu entfernen, wiederholt in Wasser aufgenommen und
letzteres wieder verdampfi. Schliesslich wurde er noch
einmal in Wasser gelost und so lange mit gelbem
Bleioxyd gekocht, bis die Salzsiure vollig gebunden
war. In das Filtrat wurde Schwefelwasserstoff einge-
leitet, um das geloste Blei zu entfernen, und wieder
filtriert. Das Filtrat vom Bleisulfid enthalt Asparagin-
siure und Serin. Durch Einengen der Losung liess




sich die Asparaginsdure ausfallen. Darauf wurde die
saure Losung mit Normal-Natronlauge genau necutra-
lisiert und die Fliissigkeit weiter eingeengt. Jetzt
schied sich das Serin aus.

Die Untersuchung der Cocons der italienischen
Seidenraupe, welche auf dem oben beschriebenen We-
ge ausgefithrt wurde, ergab an Monoaminosiuren, be-
rechnet auf 100 g Cocons, aschefrei und bei 1000 bis
zur Gewichtskonstanz getrocknet, die folgenden Werte.
Es wurden gefunden:

Glykokoll 33,6 g Glutaminsaure 0,26 g
Alanin S0, Phenylalanin 1.9
Leucin OiThs, Tyrosin 9,0 ,,
Serin 1l Prolin 08 ,,

Asparaginsdure 1,0 ,,

Die Identifizierung der einzelnen Aminosduren
erfolgte bis auf die Glutaminsaure durch die Analyse
der betreffenden Verbindungen.

Glykokoll:

0,2230 g Subst. gaben 0,2604 g CO: und 0,1826 g H,0.
Berechnet fiir CaH:;NOa: Gefunden:

32,00% C und 6,66% H. 31,85 C und 6,60%, H.
Alanin:

0,1468 g Subst. gaben 0,2179 g CO: und 0,1045 g HsO.
Berechnet fiir C3HyNOz: Gefunden:
40,456%y Cund 7,87% H. 40,48°, C und 7,90%, H.

Leucin:

0,1066 g Subst. gaben 0,2130 g CO: und 0,0952 g Hz0.

Berechnet fiir Cs His NOs: Gefunden:

54,96% C und 9,92° H. 55,01°% C und 10,01,/0 H.
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Serin:
0,1792 g Subst. gaben 0,2275 g CO:z und 0,1098 g Hs0.
Berechnet fiir Cs Hy NOs : Gefunden:

34,28% C und 6,66% H. 34,12% C und 6,80% H.

Asparaginsdure:
0,2010 g Subst. gaben 0,2664 g CO: und 0,0980 g H;O.
Berechnet fiir C4 H7NOu: Gefunden:
36,09% C und 5,26% H. 36,14% C und 5,42%, H.
Glutaminsdure wurde als Chlorhydrat identifiziert.
Phenylalanin:
0,1482 g Subst. gaben 0,3560 g COz und 0,0902 g H:0.
Berechnet fiir CoH11NOs: Gefunden:
65,45%0 C und 6,66 H. 66,50% Cund 6,76% H.
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