(x930)] Gerngrof, Triangt, Koeppe.. 1603

_ _ _ _ — _ —  _ _ ]

238. O. Gerngross, O. Graf Triangi und P. Koeppe:
Uber die thermische Desaggregierung von Gelatine (Réntgeno-
graphisches Bild ihres Abbaues).

[Aus d. Techn.-chem. Institut d. Techn. Hochschule Berlin.l
(Eingegangen am =29. April 1930.)

Bekanntlich erleiden Gelatine und Leim beim Erhitzen ihrer waf-
rigen Lésungen einen irreversiblen Viscositits-Abfall, bei dem
gleichzeitig Gelatinierfihigkeit, Klebkraft, Dehnbarkeit der Gallerten, mit
einem Wort die technisch wertvollen Eigenschaften, abnehmen. Dieser Vor-
gang wurde frither wohl allgemein als ein hydrolytischer EiweiB-Abbau
angesehen?).

In Gemeinschaft mit H. A. Brecht?) war der eine von uns bemiiht,
den erwarteten Anstieg des formol-titrierbaren Stickstoffes bei
stufenweisem Hitze-Abbau von Gelatine-Lésungen zu messen,
um auf diese Weise ein technisches Priifverfahren auf solider chemischer
Grundlage statt der iiblichen physikalischen Priifmethoden fiir Gelatine
und Leim auszuarbeiten.

Uberraschenderweise zeigte sich jedoch, daB bei schwach saurer Re-
aktion, bei py 4.7, d. i. in der Nihe des iso-elektrischen Punktes der Gelatine,
im Vergleich zur verheerenden Minderung der physikalischen Eigenschaften
des Glutins fast gar keine Lésung von Peptid-Bindungen zu bemerken
war?). Es wurde gefolgert, daBl ,,man in diesem Falle auf eine vorwiegend
dispersoid chemische und weniger konstitutiv chemische Wandlung des
Stoffes* zu schlieBen habe?3).

Der damals aus technischen Griinden unternommene Versuch hat mit
der seitherigen Entwicklung der Chemie der Proteine und der hochmoleku-
laren Stoffe im allgemeinen an Interesse gewonnen. Er steht im Zusammen-
hang mit der Frage, ob die irreversiblen physikalischen Verinderungen
beim Erhitzen von Losungen hochmolekularer Stoffe, die ohne Frage unter
Teilchen-Zerkleinerung einhergehen, notwendig mit einer chemischen Mole-
kiil-Verinderung, insbesondere einer Lésung von Hauptvalenzen4), zusammen-
hingen oder ob Aufhebung von héheren Kohisionskriften, ,,Micellarkriften*’,
lockeren Bindungen, welche die groBen Bausteine zusammenhalten, eine
,,Desaggregierung’, erfolge®). Auch die Pepsin-Wirkung auf Proteine,
bei welcher ein starker Einflu auf die physikalischen Eigenschaften bei
geringer Losung von Peptid-Bindungen — ganz dhnlich wie bei der Thermolyse
der Gelatine -— bemerkbar ist, hat man lange Zeit als reine Desaggregierung
erklirt®), und erst neueste genaue Nachpriifungen haben eine normale Pep-

1) Vereinzelt wurde allerdings schon damals die Anschanung vorgetragen, da$ in
den nativen Proteinen eine Zusammenfassung, ,,Aggregation* von GroBbausteinen (Poly-
peptid-Ketten) durch lockere Bindungen zu gréBeren Gebilden vorliegen kénne: O.Cohn-
heim, Chemie d. EiweiBkorper, Braunschweig 1911, S. 771, und insbesondere E.Stiasny,
Collegium 1920, 255; Sciences 57, 483 [1923], der diesen Gedanken speziell fiir das
Kollagen diskutierte.

%) O.GerngroB u. H. A. Brecht, Mitt. Materialpriif.-Amt, 1922, 253; Collegium

1922, 262. ) 0. Gerngro8, Kolloid-Ztschr. 88, 254 [1923).
4) H. Staudinger, Naturwiss. 17, 141 [1929]; H.Staudinger u. W. Heuer,
B. 63, 222 [1930]. 3) K. H. Meyer, Ztschr. angew. Chem. 41, 943 [1928].

%) 'C. Oppenheimer, ,,Die Fermente und ihre Wirkungen*, 5. Aufl, II. Bd.,
S. 812 [1925).
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tolyse ergeben. Desaggregierung soll bei dieser Ferment-Wirkung {iberhaupt
nicht auftreten?).

Es ist auch mit Recht darauf hingewiesen worden, dall bei den auBer-
ordentlich groBen Molekiilen der Proteine sich eine Teilchen-Verkleinerung
durch Spaltung des Molekiils in 2 oder 3 Teile wohl in einer starken Anderung
der physikalischen Eigenschaften, aber kaum merklich in chemischer Hin-
sicht duBern koénnte®).

All dies veranlaBte uns, den thermolytischen Versuch an Gelatine, bei
dem immerhin ein geringer, aber doch deutlicher Peptid-Abbau von Gern-
groB und Brecht?), festgestellt worden war, mit allen Kautelen zu wieder-
holen. Es war damals bei der Wahl der Gelatine auch nicht auf Elektrolyt-
T'reiheit und genaue Einstellung auf iso-elektrische Reaktion geachtet worden.

Wir wilhlten jetzt eine elektro-osmotisch gereinigte Gelatine
mit nur 0.13% Asche, ermittelten nephelometrisch den iso-elektrischen
Punkt!) (py = 5.05) und fiihrten die Thermolyse bei genau iso-elektrischer
Reaktion in ausgekochten Jenaer Glasgefilen in 25-proz. Losungen durch
24-, 72-, 75- und 336-stdg. Erhitzen bei 100 und"48-stdg. Erhitzen bei 121°
im EinschluBrohre durch. Einen etwaigen Peptid-Abbau kontrollierten wir,
auBer durch die Formol-Zahl, durch die Ermittlung des Zuwachses wvon
freien Aminogruppen nach van Slyke und durch alkalimetrische Bestimmung
freier Carboxylgruppen nach Willstitter und Waldschmidt Leitz!?). Die
physikalischen Verdnderungen wurden durch Viscositits-Messungen, Be-
obachtung der Gelatinierfihigkeit der erhitzten Sole und der ,,Mutarotation®,
d. i. der reversiblen Drehungsinderung im Polarimeter bei 15 und 35°, fest-
gestellt, von der bekannt ist, daBl sie in dhnlicher Weise wie die Viscositit
beim Erhitzen der Lésungen der Glutin-Praparate abnimmt?2).

In Tabelle 1 sind die betreffenden Untersuchungen zusammengestellt.

Die Horizontalreihen 1 bis 4 weisen nach, daB nach 24-, 72-, ja 75-stdg.
Thermolyse bei 100° ein hauptvalenz-chemischer Abbau durch
ILésung von Peptid-Bindungen iiberhaupt nicht zu bemerken
ist, wihrend die Gelatinierfihigkeit selbst 25-proz. Lésungen
ganz vernichtet, die Viscositat auf 18.8%, und die Mutarotation
auf 28.4%, also auf Bruchteile des urspriinglichen Wertes der intakten
Gelatine, gesunken sind. Die lang andauernde Erhitzung auf 121° und die
Ausdehnung des Versuches in kochendem Wasserbade bis 336 Stdn. bringt
allerdings eine deutliche echte Hydrolyse. So zeigt sich in letzterem Falle
(Reihe 6) eine 24-proz. Zunahme der urspriinglichen Sorensenschen Formol-
und der Willstdtter-Waldschmidt-Leitz-Zahlen, ferner eine 26-proz.
Zunahme der van-Slyke-Zahlen. Die Viscositit ist dagegen auf 9.49%

"} E. Waldschmidt-Leitzu. E. Simons, Ztschr. physiol. Chem. 156, 114 [1926];
derselbe u. G. Kiinstner, ebenda 171, 70 [1927]; S. P. L. Sorensen u. L. Katschioni,
ebenda 174, 251 [1928]; vergl. auch M. Frankel, Biochem. Ztschr. 207, 53 [1929].

8) I. H. Northrop, Journ. gen. Physiol. 12, 529 [1929]; vergl. auch #hnliche
{'berlegungen bei Balata: H. Staudinger u. E. O. Leupold. B. 63, 73t [1930].

?) O. Gerngrofl u. H. A. Brecht, L c.

10) 0. Gerngrofl u. St. Bach, Biochem. Ztschr. 143, 542 [1923]; O. Gerngro8,
Kolloid-Ztschr. 40, 283 [1926).

1) R, Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, B. §4, 2988 [1921].

12) C. R. Smith, Journ. Amer. chem. Soc. 41, 135 {1919]; vergl. auch Trunkel,
Biochem. Ztschr. 26, 493 {1910]. '



Abbild. 1.

Luft-trockene, iso-elektrische, elektro-osmotisch gereinigte Gelatine.
(Wasser-Gehalt 15.39%,, Asche-Gehalt 0.13%,). 2 Stdn. mit K-Strahlung belichtet.

Abbild. 2.

Die gleiche Gelatine wie in Abbild. 1 nach Thermolyse (53 Stdn., 100° 23 proz. Ldsg.)
Wasser-Gehalt 15.289,. 2 Stdn. mit K,-Strahlung belichtet.

O.Gerngrofl, O. Graf Triangi und P. Kocppe, B. 63, 1603 [1930].



ADbbild. 3.
£ Die gleiche Gelatine nach 48-stdg. Hydrolyse mit =25-proz. H SO,, Entfernung der
g 4 4
Siure und Eindampfen auf dem Wasserbade. (Wasser-Gehalt 239). 12 Stdn. mit
K, -Strahlung belichtet.

Abbild. 4.
Glykokoll-Pulver. 2 Stdn. mit Kq-Strahlung belichtet.

O. GerngroB, O. Graf Triangi und P. Koeppe, B. 63, 1603 [1930].
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des urspriinglichen Wertes gefallen, und die Mutarotation so gut wie ganz
verschwunden, nimlich auf 2.7%, des urspriinglichen Wertes gesunken.

Tabelle 1.

Verfolgung der Losung von Peptid-Bindungen und der Abnahme von Vis-
cositit und Mutarotation durch Thermolyse und Hydrolyse von Gelatine-

Lésungen.
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1 | unvorbehandelt. iso-
elektr. Losg. ...... 1.13 0.74 1.20 1.85 12.40 |konst.
: : 5.05
2| 240 bei 100° erhitzte ' i
25-proz. Losg. .. .. I.14 — i = — = —
3| 720 bei 100° erhitzte konst.
B 25-proz. Losg. .... I.I5 0.65 — I.22 — 5.05
4] 75" bei 100° erhitzte konst,
25-proz. Losg. .... 1.20 0.74 — .16 ! 3.52 5.12
5] 480 bei 121° erhitzte : —
25-proz. Ldsg. .... [1.30—1.40 1.09 — 1.07 0.70
6| 336b bei 100° erhitzte ca.4.89
25-proz. Losg. .... 1.40 0.93 I.40 1.08 0.34
7180 bei r00® py 1.8 er-
hitzte 25-proz. Losg. 2.60 1.30 — — 0.45 —
8 336N bei 35°pa 2
200 ccm 3-proz.
Losg. + 1 g Pepsin . — — 1.60 I.X0 — —
9| wie 8, ohne Pepsin .. — — 1.20 1.2 | —_— —

Eine Kontrollbestimmung, bei der die gleiche Gelatine einer nur 8-stdg.
Hydrolyse bLei ganz schwach saurer Reaktion (pg =1.8) und 1o00°
unterwoifen wurde (Reihe 7), gab allerdings viel deutlicher den bekannten
Peptid-Abbau.

In Reihe 8 ist endlich auch ein 336-stdg. Abbau mit Pepsin bei pg = 1.8
und Brutschrank-Temperatur im Vergleich zur Thermolyse gesetzt und
in Reihe g der Versuch ohne Pepsin, ebenfalls bei 35° unter sonst.gleichen
Bedingungen wiedergegeben. Man sieht den deutlichen Anstieg der Willstét-
ter-Waldschmidt-Leitz-Zahl bei dem peptischen Abbau, wihrend in
der Kontrolle ein solcher nicht zu bemerken ist. Hingegen ist aus der Visco-
sitdtszahl ersichtlich, daB auch bei 336-stdg. Einwirkung von Brutschrank-
Wirme (35°) eine starke irreversible Teilchen-Zerkleinerung (Viscositits-
Minderung) stattgefunden hat, was mit &hnlichen Beobachtungen von
M. Frankel1) im Eiuklang steht.

Es bietet nun im Zusammenhang mit dem besprochenen Problem ein
besonderes Interesse, ein Bild von der durchschnittlichen Grofle und der

13) M. Frankel, Ztschr. physiol. Chem. 167, 26 [1927].
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXIIIL. 103
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Zerteilung der intakten Gelatine-GroBteilchen bei der Thermolyse zu gewinnen,
um beurteilen zu kénnen, in wie weit iiberhaupt bei stattfindendem Peptid-
Abbau sich dieser in Form eines Zuwachses von COOH- und NH,-Gruppen
duBern wiirde, ja ob er iiberhaupt unter den bestehenden Verhiltnissen
wesentlich in Erscheinung treten konnte $).

Die Angaben iiber das ,Molekularaggregatgewicht der intakten Gelatine
in ihren verdiinnten wéfrigen Losungen bei Zimmer-Temperatur, die sich meistens auf
Bestimmungen des osmotischen Druckes griinden, schwanken von 15000 bis 9g600014).
Wo. Ostwald%) hat unter Beriicksichtigung des ,,Solvatations-Druckes unter der
Annahme, dafl auch in verdiinnten Solen eine Hydratation der kinetischen Teilchen
stattfinde, aus neuen, sorgfiltigen Messungen des osmotischen Druckes von Gelatine-
Losungen'®) fiir das , Micellargewicht'* der Gelatine den , Limes-Wert" von 73200 er-
rechnet.

Es liegt auch ein Versuch vor, ebullioskopisch in siedendem Wasser das Molekular-
gewicht des Glutins zu bestimmen. Bei der hohen Temperatur ist zu erwarten, dad
sich die kleinen, ,desaggregierten’’ Teilchen manifestieren. Es ergab sich bei diesem
dlteren Versuch') ein Molekulargewicht von rund 9oo, ein Wert, der in fast allen ein-
schldgigen Iehrbiichern ohne weiteres iibernommen wurde. Da auch das Salzsdure-
Bindungsvermégen auf ein Aquivalentgewicht von rund 850 hinweist!®), wurden von
verschiedenen Seiten Berechnungen angestellt, dal 33—j50 kleine Elementarmolekeln zu
der intakten ,,Gelatine-Micelle’’, wie sie in verdiinnten Lésungen bei Zimmer-Temperatur
vorhanden ist, zusammengeschlossen seien?®).

Eine Nachpriiffung des ,,Molekularaggregatgewichtes'* unserer reinen
Gelatine durch Bestimmung des osmotischen Druckes in 0.5-proz. Lisung
bei 20° wobei wir die Hydratation nicht weiter beriicksichtigten und das
wasser-freie Gelatine-Molekularaggregat als osmotisch wirksames Teilchen an-
nahmen, ergab Werte von rund 9oooo, was der von Smith!4) gefundenen
hohen Zahl nahekommt. Es liegt dies ohne Frage an der Giite, an der Elek-
trolyt-Freiheit unserer Gelatine und an der iso-elektrischen Reaktion der
verwendeten Lésungen. Schon ein geringer Zusatz von Elektrolyten oder
die Abweichung von iso-elektrischer Reaktion driickt, wie ja auch schon
von anderer Seite?) gezeigt wurde, wesentlich die gefundenen Werte. Auch
ein ganz kurzes Aufkochen veranlaflte bereits, wie wir feststellten, ein an
der Steigerung des osmotischen Druckes erkennbares Absinken des Mole-
kularaggregatgewichtes, und es gelang, durch zeitlich abgestuftes Kochen
das durchschnittliche Micellargewicht auf etwa den halben Wert herab-
zusetzen, ehe Durchlissigkeit durch die Membran des Osmometers auftrat.

. Das niedere Molekulargewicht der Gelatine, das ebullioskopisch in
siedendem Wasser gefunden wurde, konnten wir nicht bestitigen. Beim

M) W. Biltz, Ztschr. physikal. Chem. 91, 719 [1916]; R. Wintgen u. H. Léwen-
thal, Kolloid-Ztschr. 84, 292 [1924]; J. Eggert u. J. Reitst8tter, Ztschr. physikal.
Chem. 128, 363 [1926]; C. R. Smith, Journ. Amer. chem. Soc. 48, 1350 [1921].

15) Wo. Ostwald, Kolloid-Ztschr. 49, 66 [1929].

16) M. Kunitz, Journ. gen. Physiol. 10, 815 [1927].

17) C. Paal, B. 25, 1202 [1892].

18) vergl. z. B. R. Wintgen u. H. Vogel, Kolloid-Ztschr. 80, 47 [1922]. Neuere
Arbeiten lassen auf ein Aquivalentgewicht von rund 1000 schliefien; vergl. z. B. Hitch-
cock, Journ. gen. Physiol. 12, 495 [1929].

1) O. Gerngrof, Ztschr. angew. Chem. 88, 88 [1925]; J. Eggert u. J. Reit-
stotter, 1l c.

39) J.Loeb, Journ. gen. Physiol. 1, 483, 559 [1918/19]; ebenda 8, 601 [1920/21].
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Arbeiten in 1-proz. Lésungen fanden wir eher Depressionen als Alterationen,
und 2-proz. Losungen lieferten Werte, die best:mmt iiber 2000 lagen, aber
als auBerordentlich unsicher bezeichnet weiden miissen. Der bisherige
ebullioskopische Befund wire auf jeden Fall endgiiltig zu streichen®).
Interessant war, daB die 336 Stdn. bei 100° desaggregierte Gelatine sich
ganz #dhnlich bei der Priffung im Beckmann-Apparat verhielt wie die
intakte Gelatine — ein Zeichen, daB selbst die irreversibel zerkleinerten
Teilchen noch von betriichtlicher, den Wert von goo auf jeden Fall weit
tibersteigender GidBe sind. Durch kryoskopische Bestimmungen gelang
es einwandfrei, das Durchschnitts-Molekulargewicht des 336 Stdn. thermo-
lysierten Priparates mit rund 4500 zu ermitteln. Dieser Wert diirfte eher
zu niedrig als zu hoch sein, da wir an dem gleichen Priparat bereits einen
unverkennbaren Peptid-Abbau bemerkt hatten (Tab. 1, Reihe 6).

Machen wir nun die Annahme, daB ein durchschnittliches Molekularaggre-
gatgewicht von rund goo000 in den Gelatine-GrcBteilchen vorliege urd unter-
werfen wir 20 ccm einer 3-proz. Gelatine-Losung, wie wir es in unseren
Versuchen tateri, einer Foimol- oder Alkohol-Titration mit 0.2-n. Lauge,
s0 wiirde eine freie neuauftretende COOH-Gruppe nur einen Zuwachs
von 0.033 ccm 0.2-n. Lauge bedeuten, eine Menge, die wir mit Riicksicht
auf die nicht ganz scharfen Farbumschlige unbedenklich als nicht meBbar
bezeichnen miiten. Nehmen wir jedoch rein schematisch an, dafl bei der
lang andauernden Thermolyse die Aufspaltung des Grofmolekiils in 20 Teile
(20 X 4500 = go000) erfolge, so gibt dies den Wert von 19 X0.033 = 0.63 ccm
0.2-n. Lauge, eine Zahl, die keineswegs iibersehen weiden kénnte. Ja, wenn
nur 509% der Total-Aufspaltung in kleinere Teilchen unter Lésung von
Peptid-Bindungen erfolgen wiitde, miiBte dies mit unseren Methcden mit
aller Schirfe erfaffit werden konnen. Da nun nach 75-stdg. Thermolyse bei
100° eine Zerkleinerung mindestens im genannten AusmaBe stattgefunden
haben muB, dabei aber ejn Zuwachs von COOH- bzw. NH,-Gruppen iiber-
haupt nicht zu bemeiken ist, kénnen wir unsere Feststellung, daB die Thermo-
lyse keine Peptid-Bindungen in wesentlichem MaBe 16st, als sicher begtiindet
bezeichnen. DaB sich bei sehr lang andauverr.der Eiwi: murg urd bei Druck-
Erhitzung auf hohe Temperaturen auch Peptid-Bicdungen losen werden,
andert nichts an diesem Hauptresultat.

Wir wollen hier bemerken, daB wir nicht etwa der Ansicht sind, die
Gelatine bestehe nun tatsichlich aus einer einheitlichen Substanz, fiir welche
die genannten GroBenangaben zutrifen. Im Gegenteil: wir sir.d der Auf-
fassung, daB besonders die von dem einen von uns in Gemeinschaft mit
J.- R. Katz*) aufgencmmene Rontgen-Spektrographie der Gelatine
beweise, daB in den Gelen ein Gemisch vorliege, urd zwar einer Substanz,
die scharfe ,,Krystall-Interferenzen‘ urd einer Substanz, die einen Fliissigkeits-

81) Fine ganz kurze, ablehnende Notiz i{iber die Anwendung der Siedepunkts-
Methode fiir die Molekulargewichts-Bestimmung von Gel<tine findet sich bei F. Krafft
u. H. Wiglow, B. 28, 2582 [1895], in einer wohl kavm in diesem Zuvsammenhang be-
achteten Arbeit: ,,UUber das Verhalten der fettsauren Alkalien und der Seifen in Gegen-
wart von Wasser, IV.: Die Seifen als Kolloide".

22) 7. R. Katz u. O. Gerngrof, N:torwiss. 18, gox [1925]; O. GerngroB u.

J. R. Katz, Kolloid-Ztschr. 89, 181, [1926]; Ztschr. angew. Chem. 1927, 1443; vergl.
auch J. Trillat, Compt. rend. Acad. Sciences 180, 265 [r930].

108*
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Ring bzw. einen ,,amorphen Ring’ liefere®¥). Es kénnte somit sein, da8
z. B. die eine Substanz ein Micellargewicht von 180000, die andere ein
solches von 45000 hitte. Dies wiirde aber an unseren Befunden und Schliissen
prinzipiell nichts dndern.

Es verdient hier im Zusammenhang mit der Frage, wie das Glutin
aus dem Kollagen gebildet werde, erwihnt zu werden, daB der ,,amorphe
Ring‘¢ bereits im intakten Kollagen vorgebildet ist und nicht etwa
durch Abbau bei der Verwandlung von Kollagen in Gelatine gebildet wird.

Wir haben endlich untersucht, wie sich die Thermolyse im Réntgeno-
gramm der Gelatine auswirke. Das Rontgen-Diagramm der ungedehnten
Gelatine ist durch mehrere ,,Krystall-Interferenzen*‘, besonders aber durch
eine scharfe periphere der Identititsperiode 2.8 A.-E. ausgezeichnet, die
im folgenden allein Beriicksichtigung findet (Abbild. 1). Durch lang-
dauernd= Thermolyse verschwindet dieser Ring fast vollstindig?) (Abbild. 2).

Diese Eikenntnis, daB3 bei der Thermolyse die ,,K-Interferenzen‘ ver-
schwinden, scheint nicht nur fiir die technische Priifung von Leim und
Gelatine %) bedeutungsvoll, sondern auch fiir unsere Vorstellung vom Fein-
bau der Gelatine-Gele.

Dafl das Verschwinden dieser ,,Krystallinitit'’ nicht etwa mit einem
hydrolytischen Abbau einhergeht, eine Frage, die uns entsprechend der
Hauptrichtung der vorliegenden Untersuchungen besonders interessierte,
sondern offenbar nur mit der thermischen Desaggregierung zusammen-
hingt, sicht man aus Abbild. 3. Es ist die Aufnahme einer durch 48 Stdn.
mit 25-proz. Schwefelsiure weitgehend hydrolysierten und dann mit Baryt-
hydrat genau von Elektrolyten befreiten und eingedampften, fein gepulverten
Gelatine. Sie zeigt ein schénes Debye-Scherrer-Diagramm, das weit-
gehende Ubereinstimmung mit dem Diagramm von Glykokoll (Abbild. 4)
bekundet.

In Tabelle 2 sind die Identititsperioden der 7 Hauptlinien im Diagramm
des Gelatine-Hydrolysates, ferner von Glykokoll nach einer Arbeit von
M. H. Simmers®) und eines Glykokoll-Priparates, das wir durch rasches
Fillen einer wilrigen Lésung mit absol. Alkohol in fein verteilter Form
fiir die Aufnahme laut Abbild. 4 bereiteten, nebeneinander gestelit.

Tabelle 2.

Vergleich der Netzebenen-Abstinde in A.-E. der 7 Haupt-Interferenzen
von Gelatine-Hydrolysat und Glykokoll-Pulver.

Hydrolysierte Gelatine .......... 4.74 3.74 3.0 267 245 I.9I .58
Glykokoll (Simmers) ........... 4.8 3.7 3.00 268 245 190 I.60
. (Koeppe)eeverevennnns C— — 3.0r 273 2.50 189 1.62

Bekanntlich enthdlt das Hydrolysat der Gelatine als einheitlichen Haupt-
bestandteil 259 Glykokoll neben 16 anderen identifizierten Amino-siuren, unter
denen Prolin mitrund 99, Oxy-prolin mit rund 14 % an erster Stelle stehen: Es ist

33) Das Vorliegen einer krystallinischen Hauptsubstanz und amorphen Kittsubstanz
ist fiir Seide und Kollagen schon frither auf Grund der R6ntgen-Spektrographie an-
genommen worden: R. O, Hérzog u. W.Jancke, B. 59, 2489 [1926); R. O. Herzog u.
H. W. Gonell, B. §8, 2229 [1925].

) Durch weitere Untersuchungen wird sich vielleicht feststellen lassen, ob die
nicht-krystalline Phase, der ,,amorphe Ring’’, auf Kosten der K-Interferenz an Intensitdt
zunimmt. Solche Versuche sind in Gemeinschaft mit K. Herrmann und W. Abitz im
Gange.

) Q. Gerngrof, Ztschr. angew. Chem. 42, 968 [1929].

20) M. H.Simmers, Proceed. Roy. Soc. experimen. Biology Medicine 26, 527 [1929].
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beachtenswert, wie das Vorherrschen des Glykckolls in dem komplizierten Gemisch
durch das Réntgen-Bild manifest wird, und es ist durchaus méglich, daB diese Methode
in ein oder dem anderen Falle bei der Erforschung der komplexen Gemenge von Abbau-
prcdrkten anderer Stoffe mit Vorteil verwendet werden kann.

Auf Grund aller dieser Befunde kénnen wir uns folgendes Bild vom
Bau und der Thermolyse der Gelatine machen: Die intakten Gelatine-
Gele bestehen aus langgestreckten Gebilden. Dies ist unter anderem mit
Sicherheit bewiesen durch die Dehnungsversuche und réntgenographischen
Befunde an Gelatine von Katz und Gerngrof3%7), denen zufolge bei der
Dehnung von Gelatine eine weitgehende Parallelisierung der Teilchen, eine
Spaltbarkeit in der Dehnungsrichtung?®) und ein Faserdiagramm wie im
Kollagen tierischer Sehnen auftritt, was nur méglichist, wenn die Einzelgebilde
von ungleicher Gi68enordnung nach verschiedener Richtung sind. Diese lang-
gestreckten Gebilde kommen durch {ibermolekularen ZusammenschiuB der
Gelatine-Teilchen zustande. In wilriger Lésung geringerer Konzentration als
0.5% bei 20° haben diese Einzelteilchen je nach der Vorgeschichte der
Praparate bei iso-elektrischer Reaktion ein durchschnittliches Molekular-
aggregatgewicht von rund 50000—90000. Diese Teilchen erleiden beim
kurzen Erhitzen der Lésung auf 100° eine fast véllig reversible Aufteilung
in Molekiile eines durchschnittlichen Molekulargewichtes von wenigen I000.
Aber selbst dieses bewirkt bereits unverkenrbar eine ireversible Verinde-
rung, welche das durchschnittliche Molekularaggregatgewicht der intakten
Substanz vermindert. Langanhaltendes Kochen ruft eine Aufteilung in
Einzelmolekiile von einem durchschnittlichen Molekulargewicht von etwa
4500 hervor, die sich beim Abkiihlen nicht mehr zu den Aggregaten zu-
samimenschlieBen konnen, wobei auch die Fahigkeit zur Gelbildung, Bildung
viscoser, Klebkraft dulernder LSsungen verloren geht. Diese Aufteilung
erfolgt micht oder nicht wesentlich durch Ldsung von Peptid-Bindungen.

Wir nehmen also an, daB es keine Hauptvalenzkrifte sind, welche die
Molekiile der intakten Gelatine zu den Gebilden von 90000 zusammen-
schlieBen. Sicher bewiesen ist dies aber nicht. Es konnten ja
andere chemische Bindungen als Peptid-Bindungen vorhanden sein, die
allerdings durch die Thermolyse ganz auBSerordentlich leicht gelést werden
miilten, da die ireversible Teilchen-Zerkleinerung selbst bei Brutschrank-
Temperatur mit der Zeit eintritt. Nach unserer Meinung mufl aber diese
Thermolyse eine konstitutive Anderung der Grundmolekiile hervor-
rufen. Wie lieBe sich sonst das Verschwinden der Fahigkeit nach lang-
andaverndem Erhitzen der walrigen Losungen erkliren, beim Abkiihlen
der Losung wieder die groBen Teilchen zu bilden, die sich ihrerseits zu
fadenformigen micellaren Aggregaten zusammenschliefen®?)?

) Katz u. Gerngro8, lL.c.

%) J. R. Katz u, O. GerngroB, Kolloid-Ztschr. 89, 180 {1926); O. Gerngro8 u.
J. R. Katz, ebenda 181; vergl. auch M. Bergmann u. B. Jacobi, Kolloid-Ztschr. 49,
46 (1929).

®) Man konnte vielleicht die vermittelnde Ansicht zur Diskussion stellen, da8
durch das Erhitzen in wéBriger Ldsung ein geringer Peptid-Abbau, etwa eine Aufteilung
der sehr langen Hauptvalenzketten in 2 oder 3 Teile erfolge, die sich noch unserer ana-
lytischen Peststellung entziechen kénnte. Durch diese Verringerung der Linge der Poly-
peptid-Ketten wiirden infolge der von M. Dunkel nidher untersuchten Additivitit der
Mol.-Kohiéision (K. H. Meyer, Ztschr. angew. Chem. 41, 943 [1028)) auch die Kohdsions-
krifte (Micellarkrifte), welche die Einzelteilchen zusammenhielten, vermindert, so da8 die
experimentell von uus festgestellte weitgehende Teilchen-Zerkleinerungin Erscheinang tritt.
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Das stufenweise Schwicherwerden der scharfen ,,Krystall-Interferenzen*
im Réntgen Bild bei der Thermolyse ist durch fortschreitende Vernichtung
des Gitters bei der Aufteilung der groflen Teilchen, die eine hiufige periodische
Wiederholung der Einzelmolekiile enthalten, zu erkliren.

Am SchluB seien noch einige Versuche erwihnt, in denen wir priiften,
ob nicht eine Reaggregation der thermolysierten Teilchen nach
dem Eindampfen der Gelatine-Ldsungen und Trocknen bemerkbar wire.
In der Technik®) findet man ndmlich die allerdings aach bestrittene Be-
hauptung?'), daB die Viscositit frischer Leimsude geringer sei als nach dem
Trocknen und Wiederauflésen der Leime, was auf Reaggregierung schlieen
lieBe. Wir haben nun tatsichlich bei verschiedenen erhitzten Préparaten
nach dem Trocknen und Wiederaufldsen eine etwas héhere Viscositit und
Mutarotation gefunden als in den frischen, erhitzten und einige Zeit
abgekiihlt aufbewahrten Lésungen. Der Anstieg war eindeutig, aber im
Vergleich zu dem in der technischen Publikation behaupteten auBerordentlich
gering.

Hrn. Prof. K. Herrmann von der Technischen Hochschule Char-
lottenburg sind wir fiir Uberlassung der Réntgen-Apparatur und freund-
liche Unterstiitzung bei den Aufnahmen zu Dank verpflichtet. Der Not-
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir fiir
wesentliche Beihilfe bei dieser Arbeit unseren ehrerbietigsten Dank aus.

Beschreibung der Versuche.

Das Ausgangsmaterial: Zur Verwendung kam eine elektro-osmotisch
gereinigte Gelatine mit folgenden Kennzahlen:

Tabelle 3.

Kennzahlen der elektro-osmotisch gereinigten Gelatine.

Relative Vis- | Galtertfestigkeit,] Mutarotation in

yin
Wasser| Asche | o 5p-|1|Jroz iso-elektr.| cositit, 3- xo-proz. Gel, | Ventzke-Graden.
L.iisg 25; Punkt |proz.Ldsung,|22 Stdn. bei 17°%|3-proz.Ldsg. py 5.05,
) Py 5-95. 40° | 200 g Belastung |x-dm-Rohr,Na-Licht
15.3%l0.13% 5.00 5.05 I 1.85 180 Greiner-® 12.40°

Es wurden bestimmt der Wasser-Gehalt nach der Soltrocknungsmethode, die
Gallertfestigkeit im Greinerschen Glutinometer??), die pg-Werte potentiometrisch mit
strémendem Wasserstoff, der iso-elektrische Punkt im Kleinm annschen Nephelometer
durch Ermittlung des Triibungs-Maximums in 1-proz. Lésung, eine Methode, die nach
unserer Erfahrung die zuverlissigsten Werte liefert3%). Die Viscositits-Messung wurde
in einem Ostwaldschen Viscosimeter vom Wasser-Wert 27 mit 25 cem Losung durch-

30) E. Sauer, Chem.-Ztg. 48, 501 [1924]; vergl. auch H. Maier-Bode, Kunst-
diinger und Leim 28, 339 [1929]. 31) E. Goebel, Farben-Ztg. 85, No. 25 [1930].

3%) O, Gerngrof3, Ztschr. angew. Chem. 42, 969 [1929].

33) Q. Gerngro8, Kolloid-Ztschr. 60, 283 [1926]; wir suchten bei dieser Gelegenheit
besonders sorgfiltig das Gebiet zwischen py 7 und 8.5 nach einem 2. Triibungs-Maximum
als Zeichen fiir einen 2. iso-elektrischen Punkt (I. A, Wilson n. Daub, Journ. industr,
engeneer. Chem. 18, 1137 [1921]; C. E. Davis u. E. T. Oaks, Journ. Amer. chem. Soc.
44, 464 [1922]) ab, ohne auch nur andeutungsweise ein solches feststellen zu konnen.
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gefiihrt, Die Mutarotation wurde in Anlehnung an die Versuche von Smith!?) in folgender
Weise ermittelt: Eine 3-proz. Gelatine-Lésung wurde 7 Stdn. bei 35° gehalten und die
Drehung in einem mit Mantel versehenen 1-dm-Rohr bei 35° festgestellt. Ein anderer
Teil der Losung wurde rasch auf o® gekiihlt und, ehe noch Erstarrung eintrat, blasenfrei
in ein 1-dm-Rohr gefiillt und 16 Stdn. bei 15° belassen; dann wurde in Bogengraden
abgelesen. Die Differenz der Drehwerte, mit 2.94 multipliziert, lieferte die Mutarotation
in Ventzke-Graden.

Die Thermolyse.

Die Gelatine-Ldsungen wurden mit so viel 1/,-n. Lauge und Wasser
versetzt, daB sie nach dem Verdiinnen auf 0.59%, bei-25° p; = 5.05 zeigten
und 1o bzw. 259, asche- und wasser-freie Gélatine enthielten. Sie. wurden
in ausgekochten Jenaer Rundkolben mit Steigrohren aus Jenaer Glas in
siedende Wasserbider versenkt und wihrend den in Tabelle x (S. 1605)
angegebenen Zeiten erhitzt, bzw. in Jenaer Glasrohren eingeschlossen, mit
siedendem Perchlor-dthylen als Heizfliissigkeit behandelt. Nach dem Ab-
kiihlen erfolgte sofort die Verdiinnung auf 39, fiir Vornahme der Viscositits-,
Mutarotations- und quantitativen Peptidabbau-Bestimmungen bzw. auf
I-proz. Losungen fiir Triibungs- und auf o.5-proz. Losungen fiir py-Messungen.

Nach etwa 71/y-stdg. Erhitzen machte sich eine leichte Farbvertiefung
der urspriinglich stark gelb gefirbten xo0- bzw. 25-proz. Losungen bemerkbar,
nach 72 Stdn. war die Farbe hellbraun geworden, und es hatte sich ein
schwacher Fleischextrakt-Geruch, wohl ein Zeichen chemischer Verinderung,
eingestellt. Beim Erhitzen auf 121° und nach 336-stdg. Erwirmung auf
100°? traten auBerdem volumindse braune Flocken auf, die sich nach dem
Filtrieren groftenteils als Eisenhydroxyd auswiesen, das offenbar nach
dem vélligen Verschwinden der Schutzkolloid-Wirkung der Gelatine aus-
flockte. Die starke iso-elektrische Triibung, die sich beim Verdiinnen der
abgekiihlten Losungen auf 1—39, bemerkbar machte, nahm nach mehr-
stiindigem Erhitzen stark ab und war nach 24-stdg. Behandeln ganz ver-
schwunden, ein Zeichen der fortschreitenden Molekiil-Verkleinerung. Hin-
gegen nahmen die konz. Ldsungen eine starke, ohne Hilfsmittel sichtbare
Fluorescenz an). Die Fihigkeit, zu einer Gallerte zu erstarren, war schon
nach wenigen Stunden verschwunden, so daB von Gallertfestigkeits-Messungen
abgesehen wurde. Die lange Zeit, z. B. 336 Stdn., erhitzte L5sung lieferte
nach dem Eindampfen in Platinschalen einen leicht pulverisierbaren Riick-
stand, der, ohne wesentliche Quellung zu zeigen, beim Verriihren mit kaltem
Wasser sich glatt loste.

- Nach 72- und 75-stdg. Erhitzen auf 100° lieB sich die [H'] noch anstands-

los elektrometrisch im Luft-Thermostaten bei 25° messen. Es war eine
Steigerung der py-Werte von 5.05 auf §5.12, wohl infolge des Entweichens
von Kohlensiure bei langdauerndem ZFErhitzen, eingetreten. Die linger
oder hoher erhitzten Priparate gaben jedoch keine befriedigend konstanten
Potentiale™®), doch schien sich ein Absinken auf py-Werte zwischen 4.8
und 4.9 zu ergeben. Die Genauigkeit colorimetrischer Messungen reichte
nicht aus, um dies sicherzustellen.

) H. Pringsheim u. O. Gerngrof8, B. 61, 2009 [1928].

) Diese Erscheinung hingt moglicherweise mit der Tatsache zusammen, daB
auch technische Leime sich nicht potentiometrisch messen lassen, vergl. O. Gerngro8,
Ztschr. angew. Chem. 42, 970 [1929].
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Die Verfolgung des Abbaues.

Die Bestimmung der Formol-Zahlen und der Alkohol-Titrationszahlen
wurde in iiblicher Weise mit je 20 cem der 3-proz. Lésungen durchgefiihrt.
Die alkalimetrische Ermittlung der Carboxylgruppen im hochprozentigen
Alkohol machte durch Ausflockung der Gelatine, die durch starkes Schiitteln
nach Moglichkeit verteilt wurde, einige Schwierigkeiten, lieB sich aber doch
zuverldssig durchfiihren. Die objektivsten Befunde lassen sich an Gelatine
wohl mit der van-Slyke-Methode gewinnen.

Molekulargewxchts Bestimmungen durch Messung des
osmotischen Druckes.

Die Apparatur bestand aus einem Steigrohr von 7 mm lichter Weite, das am
unteren Ende eine glockenférmige Erwelterung von 29 mm #ullerer Weite und 40 mm
Hohe trug. Uber diese Erweiterung wurde ein Kollodivmsack gezogen, der folgender-
mafen bereitet war: Eine 6-proz. Kollodium-Lésung, Schering-Kahlbaum, wurde
in einem Reagensglas von 20 cm Linge und 3 cm lichter Weite blasenfrei eingefiillt,
nach 1 Min. ausgegossen, das Reagensglas, genau horizontal auf Glasschienen gelagert,
5 Min. gleichmifig gedreht. Sofort nach dem Trocknen des Kollodium-Filmes wurde das
Reagensglas mit Wasser gefiillt und unter vorsichtigem zeitweiligem Liiften seines oberen
Randes die Hiilse eine !/, Stde. sich selbst iiberlassen. Alsdann lie8 sich der Kollodium-
sack fehlerlos aus der Glasréhre ziehen?). Zur dichten Verbindung mit der Glocke be-
dienten wir uns des folgenden Kunstgriffes: Das nur bis zum Beginn der Glasglocke
mit Wasser gefiillte Kollodium-Sickchen wurde in ein mit Wasser gefiilltes Becherglas
nur so weit eingetaucht, daB8 3 cm des Sackes iiber der Wasserfliche standen. Beim alsbald
einsetzenden Austrocknen der luft-umspiilten Kollcdium-Hiilse kontrahiert sie sich,
schmiegt sich an das Glas an und wird aulerdem so fest, daB man ein 2 cm weites, 3 cm
langes Schlauchstiick als weitere Dichtung iiber die abzudichtende Stelle rollen kann,
die durch Umlegen eines Gumminbandes und Befestigung mit Bindfaden weiter gesichert
wird.

Fiir den Versuch wurde das Osmometer mit einer thymol-gesédttigten, genau iso-
elektrischen Gelatine-Losung gefiillt und in ein etwa 4 1 fassendes GefiB ‘mit thymol-
gesiittigtem Wasser auf Niveau-Gleichheit der Innen- und AuBenfliissigkeit gebracht.
Vorher wurde auf Dichtigkeit des Osmometers gepriift, indem der gefiillte Apparat in
nicht mit Thymol gesittigtes Wasser eingehingt und nach einigen Stunden mit der
Hellerschen Probe die Auenfliissigkeit auf Eiweifl untersucht wurde. Diese Reaktion
gestattet noch den FiweiB-Nachweis in 0.0033-proz.”) Losung. Bei Gegenwart von

Thymol ist die Reaktion nicht anwendbar, und wir priiften in solchen Fillen mit Tannin
bei schwach saurer Reaktion.

Da die Ergebnisse in Ubereinstimmung mit den Befunden von Eggert
und Reitstétter®) bei Anwendung o.25-proz. und o0.5-proz. Losungen
praktisch die gleichen waren, arbeiteten wir nur in o0.5-proz. Losung, um
moglichst starke Ausschlige zu erhalten, und zwar bei 20°% Das Diagramm
(Abbild. 5) zeigt den osmotischen Druck-Zeit-Verlauf. Nach 5 Stdn., bei
Anwendung dickerer Kollodium-Hiilsen langsamer, war ein stets repro-

3%) vergl. auch J. Eggert u. J. Reitstotter, L. c.; R. Zsigmondy, ,,Xolloid-
chemie'’ [1920], S. 48.

%) Ullmann, Enzyklopédie d. technischen Chemie, Band IV, S. 338 [1029].
88) 1. c.
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duzierbares Maximum des Druckes von I4mm Wasser-Siule erreicht.
Daraus errechnet sich ein Molekularaggregatgewicht von 88700.
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Abbild., s.
Osmotischer Druck o0.5-proz. iso-elektr. Gelatine-Lésung bei 20°.

~ Die Molekiil-Verkleinerung, die sich beim stufenweisen Erhitzen ein-
stellt, ist in Tabelle 4 ersichtlich.

Tabelle 4.

Molekularaggregatgewichts-Bestimmung von verschieden lange erhitzten wilrigen Gela-
tine-Lésungen durch Messung der osmotischen Drucke (t = 20°, Konzentration == 0.5 %).

Vorbehandlung p in mm
Nr. der Wasser- | Mol.-Gew. Bemerkung
Gelatine-Losg. Sédule ‘
1 | Nicht vorbehandelte Gelatine. 140 mm | 88.700 Kollodium-Hiilse
: undurchlissig
2 1-proz.Sol, 5’ bei100°gekocht| 149 ,, 82.600 '
3 1 10-proz.Sol, 5h bei1oo®erhitzt | 210 ,, 58.500 »
4 | 25-proz.Sol, 10h bei x00° erhitzt | 220 ,, 55.800 "
5 [ 25-proz.Sol, 15h bei 100° erhitzt | 270 ,, 45-500 |Schwache Tannin-Reaktion
in d. AuBenfliissigk.;
Hiilse etwas durchléssig

Man sieht, dal nach 10-stdg. Ethitzen der 25-proz. Losungen die
Teilchen in 0.5-proz. Losungen noch so grof} sind, daB sie die Kollodinm-
Hiilsen nicht passieren, und daB ein ,,Molekulargewicht‘* von rund 55000
durch Druck-Bestimmung beobachtet werden kann. Von 15-stdg. Erhitzen
an ist die Verkleinerung so weit vorgeschritten, daf3 alle Hiilsen durchlissig
sind, auch- diejenigen, die durch lingeres Trocknen, ferner durch Uber-
einanderschichten von 3—4-Kollodinm-Iagen und endlich auch durch
Eintauchen in Gelatine-L§sungen, Trocknen und Hirten mit Formaldehyd
hergestellt sind.

Ebullioskopische und kryoskopische Molekulargewichts-
Bestimmung.
Die bekannte Molekulargewichts-Bestimmung?®) geht wvon 5-proz.
Lasungen aus, einer Konzentration, bei der die Gasgesetze kaum Giiltigkeit

) C. Paal, L c.
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haben diirften. Wir verwendeten genau 25-proz. Gallerten, aus denen mit
Glasrohren kleine (7 mm breite) Zylinderchen gestanzt wurden. Zur Ein-
wage gelangten zunichst 1 g dieser Gallert-Zylinderchen in etwa 25 ccm
Wasser. Dabei erzielten wir etwa I-proz. Gelatine-Lésungen, die jedoch
statt Alteration eher Depression des Siedepunktes des Wassers anzeigten.
Bei Verwendung 2-proz. Losungen, bei denen bereits van-der-Waalssche
Krifte zu beriicksichtigen wiren, lieB sich andeutungsweise eine Siedepunkts-
Erhéhung nachweisen. Aber obwohl wir, um die Schwankungen des Siede-
punktes durch Luftdruck-Anderungen auszugleichen, nebeneinander z Beck-
mann-Apparate mit und ohne Gelatine im Gang hielten, und den durch-
schnittlichen Wasser-Siedepunkt in die Rechnung einbezogen, méchten wir
ganz im allgemeinen auf Grund unsererBeobachtungen die ebullioskopische
Bestimmung in wiBriger Losung fiir Gelatine ablehnen. Zwei auf diese
Weise ermittelte Werte, die um rund 1009, differieren, seien mitgeteilt:

1) 0.4666 g Gelatine in 26.4001 g Wasser: A = 0.003°%. Mol.-Gew. gef. 3004. —
2) 0.6756 g Gelatine in 27.0261 g Wasser: A = 0.008°. Mol.-Gew. gef. 1600.

Die 336 Stdn. auf 100° in 25-proz. wilriger Losung erhitzte Gelatine,
die kaum mehr kolloide Eigenschaften duflerte, ergab keine besseren Werte, ein
Zeichen, daBl auch in ihr noch durchschnittlich sehr hohe Molekulargewichte
vorliegen.

Die kryoskopische Bestimmung des gleichen Priparates lieB sich jedoch
anstandslos in wifBriger Losung durchfiihren.

0.1912 g Gelatine in 25.000 g Wasser: A = 0.03° — Mol.-Gew. gef. 4736.

Reaggregierung der Gelatine.

FEine 25-proz., 336 Stdn. bei 100° erhitzte Gelatine-Lsung wurde auf
39% verdiinnt und zeigte bei 40° eine relative Viscositit von 1.08 und eine
Mutarotation von 0.34 Ventzke-Graden. Nach dem Eindampfen zur
Trockne und Wiederauflosen auf genau 3-proz. Losung ergab sich eine Er-
héhung der Viscositit auf 1.1 und der Mutarotation auf 0.9 Ventzke-Grade.

239. Werner Keil: Entstehung von Pyrrolidin
aus Halogenbutyl-phthalimiden.
[Aus d. Physiolog. Institut d. Universitit Greifswald.]
(Eingegangen am rs5. Mai 1930.)

Bei Untersuchungen iiber Basen des tierischen Stoffwechsels benétigte
ich eine gréfere Menge I1.4-Amino-butanol. Das von Henry!) an-
gegebene Verfahren (Reduktion von +y-Cyan-propylalkohol mit Natrium in
Alkohol) gab in mehreren Ansitzen eine sehr schlechte Ausbeute. Deshalb
wurde wversucht, fiir das I.4-Amino-butanol den von Putochin?) vor-
gezeichneten Weg zu benutzen. Putochin stellte Aminoverbindungen in
der Weise dar, daf3 er die entsprechenden Phthalylverbindungen mit starker
Kalilauge spaltete. Die entstehenden Basen lieBen sich durch Destillation
leicht in guter Ausbeute herstellen. Das Verfahren gab die Moglichkeit,
manche Diamine und Amino-alkohole zu gewinnen, deren Darstellung
frither schwierig war.

1) C. 1907, I 1314. %) B. 59, 625 [1926].





