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BIOAOTIKH XHMEIA. — Uber die alkoholytische Eiweisspaltung,
Kasein-Gelatine*, 701z Anast. Christomanos. ’Avexowoidy 0710 x.

I'. "Ioaxsipoyhov.

Die Eiweisspaltung durch Athylalkohol bei hohen Temperaturen
wurde vor einigen Jahren zum 1. Male von Grinacher! versucht, der Athyl-
alkohol auf Ginsefedern bei 170° einwirken liess. Es erfolgte eine Losung
der Federn, und im Alkoholysat konnte er Diketopiperazin feststellen. Ni-
here Angaben iiber die Natur der entstandenen Abbauprodukte sind in der
Arbeit jedoch nicht angefiihrt. Da die alkoholytische Eiweisspaltung ein
an sich dusserst interessantes, und bis jetzt wenig untersuchtes Problem
ist, haben wir versucht, den Gang der Spaltung, sowie die entstehenden
Produkte, bei verschiedenen Eiweisskorpern mit verschiedenen Alkoholen
zu studieren. Zu diesem Zwecke wurden als Biweisskorper Kaseinum pu-
riss. nach Hammarsten und Gelatine von Griibler verwandt, und ihre Spal-
tung in absolut chemisch reinem Methyl-Athyl- und Isoamylalkohol bei

verschiedenen Temperaturen untersucht.

;\IETHODIK:

Die Spaltung wurde in GGlasr6hren mit einer mittleren Weite von 9 mm
durchgefiihrt. Bei den hoheren Temperaturen, iiber 140° wurden zuerst
statt der Glasréhren, die die Dampfspannung der Alkohole nicht aushiel-
ten, Kupferréhren verwandt, welche im Sauersstoffgebldse zugeschmolzen
wurden. Spiter kamen Glasr6hren von 3 mm Wanddicke zur Verwendung.
In die Rohren wurden vor dem Zuschmelzen jeweils 0,2 g Kasein, resp.

# A. XPHETOMANOZ.—Hepi tiig &ArooAntinig Sixcndcews Tod Asundparog. Katetvn-T'gAxtivn.
! CH. GRANACHER, Helvetica chim. Acta. 8, 1925, 784.
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0,2 g. Gelatine und 10 cem des zum Spaltversuch gebrauchten Alkohols mit
einer Glasperle zum Durchschiitteln gebracht. Diese Réhren kamen in ein
eisernes Siedeheizrohr, welches seinerseits in einem Glycerinbad von kon-
stanter Temperatur lag. Die Dauer jedes Versuches betrug 10 Stunden,
wihrend welcher die Rohren auf der bestimmten Temperatur gehalten
wurden. Nach dem Erkalten wurden die Rohren herausgenommen. Der
"Inhalt wurde durch ein gehirtetes Filter filtriert unter grosstmdglicher
Vermeidung von Verdunstung. Vom Filtrat wurden jeweils 0,5- 1 ccm zur
N-Bestimmung nach Kjeldahl, zur Bestimmung der Aciditit resp. der Car-
boxylgruppen nach Waldschmidt-Leitz! unter Verwendung von n/50 KOH
und Phenolphtalein entnommen? und bei einigen Versuchen eine nephe-
lometrische Gesamt-S- Bestimmung angeschlossen. Ein adaequater Teil des
Filtrates wurde in einer Glasschale zuerst auf dem Wasserbad verdunstet,
dann im Exsiccator im Vakuum getrocknet und gewogen. Hierduch wurde
die Gesamtmenge der Spaltprodukte mit Ausnahme des etwa fliichtigen
Anteils bestimmt. Im Riickstand wurde gleichfalls eine N-Bestimmung vor-
genommen. Die Differenz der beiden N-Bestimmungen ergeben den in
fliichtigen Substanzen gebundenen Stickstoff. Der Riickstand wurde aus-
serdem, nach Losung in 5 cem 30°/, Alkohol, zur Anstellung der Biuret.,
Xantoprotein-, Millon-, und Elrlich-Neubauerschen Reaktion verwandt.
Gleichzeitig wurde in derselben Lésung die fillende Wirkung von Phos-

Methylalkohol
TABELLE I
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800 | 1250 33| — 12,0 | Farblos

100° | 2621| 10,0| 19,5 80 8,0 | Farblos, Stich ins Gelbliche
1100 | 3561| 14,2| 31,7 | 120 | 8,5 | Farblos, Stich ins Gelbliche
1200 | 4751 292| — | 220 | 74 | Leicht Gelblich

130° | 6242| 51,3| 53,7 | 320 | 6,2 | Leicht Gelblich

1400 | 8071 | 75,7| 89,0 | 620 | 8,1 | Leicht Gelblich
1800 | 18000 | 200,0 | — 1580,‘ 7,5 | Gelblich braun

phorwolframsiure und gesittigter wisseriger Pikrinsidurelosung untersucht.

| ABDERHALDEN, Arbeitsmethoden, und Ber. Disch. chem. Ges. 54y 1921, s. 2988,
? Die Werte fiir die Aciditit sind in mg?, KOH angegeben.
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Schliesslich wurde die Prikrinsdurereaktion

ITPAKTIKA THE AKAAHMIAY AGHNQN

Nitroprussidreaktion auf Diketopiperazine angestellt.
Die Resultate dieser Untersuchungen sind in den I, II und III Tabel-
len fiir jeden der drei Alkohole zusammengestellt.

Aethylalkohol
TABELLE II
g - b B BT
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g et d. T8 | 38 ‘ S8 | Eu
o Z 7 =
H WO F—
78,3°| 760 02| — 5 | 25,0 | Farblos
100° | 1694 14| 28,5 20 | 14,0 | Farblos
1409.|-.2367 |, 5.3 | 30,3 25 4,7 | Stich ins Gelbliche
1200 | 3231 134 | 33,8| 125 4,6 ’ Stich ins Gelbliche
1300 | 43234 210 463 188 8,8 | Gelblich
140° | 5674 | 40,8| 53,4| 295 7,2 | Gelblich
160° | 9366| 78,1| 67,7| 735 9,3 | Brdaunlich gelb
180° {17000 | 181,6| — | 1360 7,9 | Dunkelbraun
Isoamylalkohol

Infolge der niedrigeren
die Versuche bis zu héheren Temperaturen ausgedehnt werden.

TABELLE III

von Abderhalden und die

Dampfspannung des Amylalkohols konnten

5 ‘ - s ’ = 2
: | 1 22| 2| 852 8¢
g g g 0w | By | B | @ Farbe des Alkoholysates
g | A SH| 38| 38 [ el
_ el
0o | — | 19| 82 [ 15| 80 Stich ins Gebliche
1400 | 760 | 42 — { 70 | 16,0 | Geblich
1500 | 1400 | 420| — | 330 | 7,8 | Hell Gelbbraun
1600 | 1856 | 756 — | 610 | 80 | Hell Gelbbraun
1700 | 2305 | 1324 | 37,8 ’ 850 | 64 | Hell Gelbbraun
1800 | 2761 | 1722 — 11280 | 74 | Gelbbraun
2000 | 3581 | 2406 446 | 1660 78  Gelbbraun
2100 | 4030  240,8| — | 1820 \ 7,5 1 Dunkelbraun
2200 | 4450 | 236,6| 57,9 | 1790 | 7,5 | Dunkelbraun

S-Gehalt
mg %,

Versuche mit Gelatine

38,0
50,1
57,5
58,4
59,9

Als zweiter Eiweisskorper wurde Gelatine (puriss, Griibler) zu

Spaltungsversuchen benutzt. Ebenso wie beim Kasein wurden auch
je 0,2 g Gelatine mit je 10 cm? Isoamyl-bezw. Aethylalkohol in die Glas

den

hier
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rohren eingeschmolzen. Die gefundenen Werte sind in mnachstehender
Tabelle IV zusammengestellt.

= - g 2
\ flay| 88| B 50
& | .2 E S| 8% | 2% | T | Farbe des Alkoholysates
g (R 8| 28| 28| tx
a | Z & >
20| — | 0] 0 ; 0| 0 | Farblos
Isoamylalkohol | 1400 | 760 | 13,9 = 35 2,5 | Farblos
1800 | 2700 | 31,6 | 33,8 | 100 3,1 | Hellgelb
2100 | 4500 |283,3 | 53,5 | 1430 4,9 | Gelblich braun

Methylalkohol | 125 | 3800 | 83| — | 45| 54 | Farblos

RESULTATE

Es ist aus den Tabellen I bis III ersichtlich, dass die Spaltung des
Kaseins, gemessen am Gesamt-N-Gehalt und der Aciditits-Zahl, sowie der
Menge des Verdampfungsriickstandes des Alkoholysats, beim Methylalko-
hol bei den tiefen und mittleren Temperaturen grosser ist, als beim Aethyl-
alkohol und bei diesem wieder grosser als beim Isoamylalkohol. Bei den
hohen Temperaturen strebt jedoch der Spaltungsgrad bei allen drei Alko-
holen dem gleichen Endwert, der vollstindigen Spaltung, zu. So ist bei-
spielshalber die Menge des Verdampfungsriickstandes resp. die Menge der
Spaltprodukte bei 180° beim Methylalkohol 1580 mg, beim Aethylalkolol
1360 mg und beim Isoamylalkohol 1280 mg.

Dieses zeigt, dass die Spaltungsgeschwindigkeit bei den tieferen und
mittleren Temperaturen verschieden ist, und zwar ist diese grdsser beim
Methylalkohol als beim Aethylalkohol, grésser als beim Isoamylalkohol.
Obwohl die Dampfspannung des Methylalkohols grosser ist, als die des
Aethylalkohols und grésser als die des Amylalkohols, ist diese fiir den stér-
keren Grad der Spaltung "bei den mittleren Temperaturen nicht verant-
wortlich zu machen, da bei diesen Temperaturen ja noch kein Gleichge-
wichtszustand erreicht ist und der Druck bekanntlich in der Reaktionski-
netik nicht als Variabel auftritt. Die grossere Spaltungsgeschwindigkeit
beim Methylalkohol gegeniiber dem Aethylalkohol und dem Amylalkohol
ist demnach einer Wirkung der drei Alkohole als Losungsmittel oder als
Reaktionspartner zuzuschreiben.

Infolge der geringeren Dampfspannung des Isoamylalkohols konnten
wir bei diesem, wie schon erwdhnt, auch die Wirkung héherer Tempera-
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turen untersuchen. Hierbei zeigte sicli, dass sich bei 180° ca. die Hélfte des
Kaseins und bei 200° sogut wie alles Kasein gelost hatte. Bei den Tempe-
raturen iiber 200° ist die Gesamt-N-Menge des Alkoholysates, sowie seines
Riickstandes vermindert, wahrscheinlich durch Bildung gasférmiger Spalt-
produkte. Diese Annahme ist berechtigt, da beim Offnen der entsprechen-
den Glasr6hren sich ein hoéherer Druck, sowie Ammoniak- und Skatol-
Geruch bemerkbar machten.

Der Gang der Spaltung des Kaseins in Methyl-, Aethyl- und Isoamyl-
alkohol verlduft, wie aus dem Verhiltnis von Alkoholysat-Riickstand (R)
zum Gesamt-N zu ersehen ist, nicht gleichmissig. Das Verhidltnis R: N
fallt von héheren Werten auf 6,5 bezw. 4,6 ab, was auf reichliche Abspal-
tung N-haltiger Produkte hinweist. Spiter verlduft die Spaltung gleich-
méssiger, indem der Gesamt-Riickstand und Gesamt-N gleichmissig zu-
nehmen.

Bei der Gelatine fingt die Spaltung erst bei h6heren Temperaturen an
und das Verhdltnis R:N bleibt viel gleichmassiger als beim Kasein.

Ein Teil der N-haltigen Spaltprodukte von Kasein und Gelatine ist
bei Zimmertemperatur fliichtig. Dieser Anteil betrdgt beim Kasein 6,59/,
des Gesamt-N. Ein weiterer, grosserer Anteil ist bei 100° fliichtig und zwar
bei Kasein 22,0 bis 24/, des Gesamt-N, bei Gelatine eine weit geringere
Menge, namlich 2,2°/,. Dieser leichtfliichtige Anteil besteht wahrscheinlich
aus NH, oder Alkylaminen, da die frischen Alkoholysate mit Nesslerschem
Reagenz eine schwach positive Reaktion gaben.

In den Spaltprodukten wurde das Vorhandensein verschiedener Ami-
nosduren durch ihre Farbreaktionen festgestellt. Es ergab sich, dass die
Biuret-Reaktion in den meisten Fillen schwach positiv war, wihrend die
Abderhaldensche Diketopiperazin-Reaktion mit Pikrinsédure sehr frithzeitig
positiv ausfiel. Bemerkenswert ist, dass das Tyrosin durch die Millonsche
Reaktion erst bei vorgeschrittener Spaltung festgestellt werden kann; da-
gegen war die Xanthoprotein-Reaktion und die Ehrlich-Neubauersche
Tryptophan-Reaktion in den ersten Stadien der Spaltung positiv.

Die Spaltprodukte des Kaseins stellen nach Verdampfen des Alkohols
eine gelbliche-glasige Masse dar, welche im kalten Wasser schwer, in sie-
dendem Wasser leichter 16slich ist. Dagegen sind sie leicht 16slich in abso-
lutem, sowie auch in 60%igem Aethylalkohol, Beim Erkalten einer Lsung
in 209%,igem Alkohol scheiden sich feine, teilweise unreine, prismatische
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Niédelchen ab. Die Spaltprodukte der Gelatine sind im Gegensatz zu denen
des Kaseins leicht 16slich in Wasser und in Aethylalkohol.

Uber die Natur und Konstitution dieser Abbauprodukte wird in einer
spiteren Mitteilung nidher berichitet werden.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Es wurde die Spaltung von Kasein und Gelatine durch Methyl-,
Aethyl- und Isoamylalkohol zwischen den Siedetemperaturen der Alkohole
und 220° in zugeschmolzenen Glasrohren untersucht.

2. Der Grad der Spaltung wurde gemessen durch Bestimmung des
Gesamt-N Gehaltes, der Aciditit und der Gesamt-Menge des festen Riick-
standes des Alkoholysats.

3. Der Spaltungsgrad strebt bei allen drei Alkoholen bei den hohen
Temperaturen iiber 180° dem gleichen Endwert zu. Bei den niederen und
mittleren Temperaturen ist der Spaltungsgrad und damit die Spaltungs-
Geschwindigkeit bei Methylalkohol grdsser als bei Aethylalkohol, grésser
als bei Isoamylalkohol.

4. Ein Teil der gebildeten N-haltigen Verbindungen ist leicht fliichtig
und zwar betriigt dieser Anteil beim Kasein bis 249, bei der Gelatine je-
doch nur 2,29 des Gesamt-N der Spaltprodukte.

5. Der Gang der Spaltung ist, nach dem Verhiltnis von Gesamt-Riick-
stand zu Gesamt-N-Gehalt beurteilt, beim Kasein nicht gleichmissig. Der
Anfang der Spaltung kennzeichnet sich beim Kasein durch Abspaltung
stark N-haltiger Produkte aus.

6. Das Alkoholysat gibt meist in den spéteren Stadien der Spaltung
eine schwache Biuret-Reaktion, dagegen ist die Reaktion auf Diketopipe-
razine bereits im Anfang der Spaltung positiv.
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