3170

moglich, daB dies durch die Einwirkung des Alkalis verursacht ist.
Fir das zweite Experiment war 1 kg Gelatine in 101 0.25-prozen-
tigem Ammoniakwasser mit 15.0 g Trypsin (Trypsinum purissimum
Griibler) der Verdauung iberlassen worden. Jeden dritten Tag
wurden 5.0 g Trypsin zugegeben, bis die gesamte Zugabe 50.0 g er-
reicht hatte, Die Verdauung dauverte vierundzwanzig Tage. Die
weitere Behandlung war die gleiche wie beim vorigen Experiment, die
Ausbeute betrug 6.0 g an analysenreiner Substanz. Die Zusammen-
setzung war die folgende:

0.1500 g Sbst.: 0.2995 g CO,, 0.090 g H;O.

C1H|00’N2. Ber. C 54.54, H 6.48.
: Gel. » 5445, » 6.66.

Die Substanz besal den Schmp. 212° (korr.} und das folgende
Drehungsvermdgen:

0.2500 g Sbst. in 4.0 ccm Wasser gelost. Gesamtgewicht 4.260 g. Spez.
Gew. 1.018. Drehte im 1-dm-Rohr — 10.7%. Mithin

[a)® = — 168.95° (& 0.019).

Die syothetisch von Fischer und Reif dargestellte Substanz
besall das Drehungsvermdgen von [aﬁ())= — 217.40° und dem Schmp.
2170

Mithin ist bei kiirzer dauernder Verdauung auch die Inaktivierung
nicht so weit fortgescbritten.

400. Donald D. van Slyke: Bine Methode
zur quantitativen Bestimmung der aliphatischen Amino-
gruppen; -einige Anwéndungen derselben in der Chemie
der Proteine, des Harns und der Enzyme.
[Aus dem Rockefeller-Institute for Medical Research, New York.)
(Eingegangen am 1. Oktober 1910.)

I. Prinzip der Methode.

Es ist seit langem bekanot, daB aliphatische Aminogruppen mit

galpetriger Siure nach der Gleichung
R.NH; +~ HNO; = R.OH + H;0 + N;

reagieren. Da der Stickstoff sich gasformig entwickelt und das System
verliBt, sollte die Reaktion quantitativ von links nach rechts gehen,
was auch zutrifft. Sachs und Kormann haben bereits vor 35 Jahren
die Reaktion zur Grundlage einer Methode fiir Aminogruppen-Bestim-
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mung benutzt'), und danach haben mebrere andere: Autoren dasselbe
Prinzip zum gleichen Zwecke in Anwendung gebracht?). Deoch scheinen
alle vorgeschlagenen Verfahren nicht den Anforderungen an Einfach-
heit, Sehnelligkeit und Genauigkeit zu entsprechen, welche eine all-
gemeine Anwendung fiir Aufgaben der Chemie und Biologie erlauben.

Das vorliegende Verfabren scheint dieses Ziel zu erreichen. Man
braucht nur wenige Minuten, um die Bestimmung auszufiihren; und Lei
einigermaBen . sorgfhltigem Arbeiten kann man den Analysenfehler auf
=+ 3o mg N einschriinken. Der Stickstoff wird .iu einem Apparat ent-
wickelt, welcher auBler reinem Stickstoffoxyd kein anderes Gas eat-
hilt. Nach Beendigung der Stickstoft-Eutwicklung wird das Stickstoff-
oxyd durch alkalisches Permanganat absorbiert und der reine Stickstoft
gemessen.

II. Das Verfahren.

Der Apparat ist in der Figar auf S. 3172 dargestelit?). Die aus
D herausragenden Glasrohren sind siimtlich Capillaren von 6—7 mmn
duBerem Durchmesser und, mit Ausnahme des nach A leitenden
Rohres, von 1 mm Lumen. Das letztere ist vop 2 mm Lumen. Damit
die Gasbiirette rein bleibt, enthdlt das Sperrwasser in E ca. 1 %,
Schwefelsiure. Die Reaktion wird in der 35—37 ccm fassenden
Flasche D ausgefiihrt. Zuerst befindet sich die Lisung der Amino-
verbinduag, die am besten nicht mebr als 20 mg Aminostickstoff enthalt,
in der Biirette B, und ca. 5 ccm Wasser in 4. Man gieBt in die
Flasche D 28 ccm einer Losung von 3 Teilen NaNO; in 10 Teilen
Wasser und danach 7 ccm Eisessig. Das Stickstoffoxyd entwickelt
sich sofort heftig. Jetzt bringt man den A, B ubd C' enthaltenden
Stiipsel in den Flaschenhals, bindet ihu mittels eines Drahtes fest und
offnet den Hahn a. Daraut flieBt das Wasser von A nieder und die
Lult wird aus D durch C hinausgedeingt. Um auch die in der
HNO,-Lisung geldste Luft auszutreiben, macht man den Hahn ¢ zu,
offnet a und schiittelt die Flasche; hierdurch wird starke Stickstoft-
oxyd-Entwicklung erzeugt und 10—15 ccm Fliissigkeit in A zurlick-
gedriickt. Sodann 6ffuet man ¢ wieder und dringt das Gas zusammen
mit der Luft, welche es aus der Flussigkeit ansgewascheun hat, durch
C hinaus. Um die Luft ganz sicher vollstindig zu entferven,
wiederholt man die Operation. Danach erzeugt man, durch Zumachen

Yy Ztschr, f. anal. Chem. 14, 380 [1875].

7 K3nig, Chem. d. menschl. Nahrungs- u. GenuBmittel, 4. Aufl., Bd.8, 274

%) Der Apparat wird von Robert Gotze, Lelpzig (Mk. 25) und rvon
E. Machlett and Son, 143 East 23 St., New York, geliefert.
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von ¢ und Schitteln der Flasche, einen Gasraum von ca. 20 cem in [),
macht a wieder zu, offnet ¢ und verbindet mit der Gasbiirette
E. Jetzt laft man die Aminostickstolflésung aus B in D ein-
flieBen und vermischt die Fliissigkeiten in 1. Starke Entwicklung
von Stickstoff, mit Stickstoffoxyd gemischt, tritt sofort ein. Be-
schleunigt man die Reaktion durch Schiitteln der Flasche (4—5 Mal
pro Minute), so wird sie in 4—5 Minuten vollendet. Auf alle
Fille ‘ftihrt man die Reaktion fort, bis 30—40 ccm UberschuB
Stickstoffoxyd in der Gasbiirette aogesammelt sind, d. h., bis das
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Gasvolumen in K das erwartete Stickstofivolumen um mindestens
30—40 ccm dbertrifit. Sodaan verdringt man durch Offnen von
a und Einlassen der Fliissigkeit aus 4 in D alles Gas aus der
Flasche und dem capillaren Ausflufirohr C nach E heriiber. Aus
E treibt man das Gasgemisch in die Hempel-Pipette, in welcher
eine gesittigte Losung von KMnO, in 2.5-proz. NaOH sich be-
findet. Nach Absorbieren des Stickstoffoxyds durch Schiitteln mit
dem Permanganat wird der reine Stickstoff nach E zuriickgetrieben und
gemessen. Bis man Ubung im Absorptionsverfahren hat, ist es zweck-
miiBig, das Gas zweimal mit Permanganat auszuschiitteln.
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Der kleine Zylinder ° wird nur bei Analysen ziher Fliissig-
keiten, wie Proteinldsungen, eingestellt. In diesem Falle enthilt er
Amylalkohol, wovon wenige Tropfen, gelegentlich eingelassen, das
Schiumen gianzlich verhindern.

In der oben beschriebenen Methode ist die einzige Fehlerquelle die kieine
Luftmenge, welche die 10 cemAminoldsung enthalten kénnen. Wenn man die
Aminolésung aus Wasser, welches vorher von Luft durch Kochen oder
Schiitteln im luftleeren Raum befreit ist, darstellt, so kommt auch dieser
kleine Fehler in Weglall. Anderenfalls zieht man 0.16 cam, das Volumen Stick-
stoff, welches 10 cem mit Lult gesattigtes Wasser bei durchschnittlichen, at-
mosphérischen Bedingungen onthalten, von dem Gesamtvolumen des Stick-
stoffs ab.

Weil man durch die Reaktion doppelt so viel Stickstoff, als ur-
spriinglich im Aminostickstoft vorhanden war, erhilt, so bekommt man
je nach Druck und Temperatur 1.7—1.9 ccm Stickstoffgas aus jedem
Milligramm Aminostickstolf. Dadurch gewinnt das Verfabren an Ge-
nauigkeit und Bequemlichkeit. Es wird jetzt im biesigen Lahoratorium
fiir Identifizierung der Aminosduren allgemein benutzt.

III. Reaktionsfihigkeit verschiedener natiirlich vor-
kommender Substavzen.

Leucin, Valin, Alanin, Glycin, Tyrosin, Phenylalanin,
Glutaminsdure, Asparaginsidure und Serin geben alle 1 Mo-
lekill, d. h. 100 %,, Stickstoff ab. Lysin reagiert mit 2 Molekiilen,
auch 100 %,, seines Stickstoffs. Arginin, Histidin und Trypto-
phan entwickeln je 1 Molekil Stickstoff, welches /,, /s resp. /s
des Gesamtstickstoffs betriigt. Prolin und Oxyprolin reagieren
gar nicht, desgleichen Glycinaphydrid. Die Peptide Leucyl-
glycin und Leucyl-leucin reagieren quantitativ mit den freien
Aminogruppen, nicht mit den peptidartig gebundenen Iminogruppen.
Dagegen reagiert Glycyl-glycin teilweise mit seiner peptidgebun-
denen Iminogruppe, wie auch Fischer und K&lker gefunden haben?).
Guanidin und Kreatin sind nicht reaktionsfihig. Cytosin und
Guanin reagieren mit ihrea primiren Aminogruppen, aber quantita-
tiv our nach lingerer Zeit, ca. nach 2 Stunden. Abnlich langsam ver-
lauft die Reaktion bei Ammoniak und Harnstoff. Asparagin
reagiert mit nur einer Aminogruppe, wie Sachs und Kormann auch
gefunden haben. Die SAureamidgruppe ist nicht labil. Oval-
bumin reagiert mit nur 3 %, seines gesamten Stickstoffs, Hetero-

1) Aun. d. Chem. 840, 177 [1903].
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fibrinose und Proto-fibrinose jedes mit 6.4 %, die Deutero-
fibrinose A mit 13.0% ), B mit 10.2%,, Gluco-fibrinose mit 12.6%,.

Jede der bekaunten natiirlich vorkommenden Aminoséuren ent-
wickelt 1 Molekil Stickstoff mit Ausnahme von. Prolin und Oxy-
prolin, welche nicht reagieren, und Lysin, welches 2 Molekiile Stick-
stoff abgibt?). Erwiihnenswert ist die Nichtreaktionsfahigkeit der Amino-
gruppen des Guanidiorestes im Argioin, Kreatin nod Guanidin selbst.
Auch ist der Iminstickstoff der- Peptide nicht reaktionsfihig, mit Aus-
nahme von Glyeylglycin. Fischer und Kolker haben bewiesen,
duB peptidgebundener Stickstoff im Glycylglycin und Leucyl-isoserin
mit salpetriger Sdure reagiert. Wir haben gefunden, da8 man bei
allen Aminosauren, auBer Glycin, Cystin und Serin, gute Resultate unter
Bebutzung von saurem Permanganat erhalten kann. Bei Analysen des
Glycins koéonen die Resultate um mehrere Prozente zu hoch aus-
fallen, wenn man die gemischten Gase nicht mit Lauge ausschiittelt.
Beim Serin war der Fehler viel geringer. Es scheint, dafl ein Teil des
aus dem Glycin stammenden Diazokorpers durch die salpetrige Siure
ganz zertriimmert wird. Dies erklirt die Bildung von CO, aus dieser
Amiposdure und das Freiwerden des sekundiren Stickstoffs dieses
Peptids. Wahrscheinlich gilt dasselbe beim Serin.

1V. Quantitative Bestimmung des Prolios bei der Ester-
methode der Protein-Hydrolyse. Prolin-Gehalt des Caseins.

Gewbhnlich bestimmt man das Prolin bei der Ester-Hydrolyse
durch alkoholisches Ausziehen der Aminosiuren, welche aus den unter
90° bei weniger als 1 mm Druck siedenden Estern stammen. Berechnet
man den Prolin-Gehalt aus den gesamten Ausziigen, so fallen die Re-
sultate zu hoch aus, weil das Prolin immer untrennbare Teile der ar-
deren Aminosiuren mitnimmt. Auch wenn man das Prolin racemi-
siert und in Form des d,¢-Prolin-Kupfersalzes umkrystallisiert, ist die

") Das Histidin, Tryptophan, Guanin und Cytosin wurde mir von Dr. P,
A. Levene, das Glycyl-glycin und Glycinanhydrid von Dr. G. W. Heim
rod, das Prolin und Oxyprolin (aus Leim) von Dr. W. A. Jacobs, die Al-
bumosen von Dr. F. J. Birchard, simtlich Herren des hiesigen Institate, ge-
liefert. Das Leucyl-leucin und Leucyl-glycie waren umkrystallisierte Priparate,
welche Prof. E. Abderhalben einige Zeit vorher Dr. Levene zugestellt
hatte. Die Reinheit aller Substanzen war durch Analyse kontrotliert.

%) Wegen Mangel an Material konnto die Resktion an der von Fischer
und Abderhalden gefundenen Trioxydiaminododecansiure nicht geprixft wer-
den. Bei der allgemeinen Giiltigkeit dieser Reaktion auf simtliche aliphatische
Aminosiuren dirfen wir aber wohl annehmen, daB auch die Aminogruppen
dicser Siiure reagieren.
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Trennung sebr unvollstindig, wegen der Fahigkeit der Kupfersalze der
anderen Siuren, zusammen mit dem des Prolins zu krystallisieren.

Durch Bestimmung des Gesamt- und Aminstickstolfs kann man
diese Schwierigkeiten leicht umgehen und den Prolingebalt des Ge-
misches gepau feststellen. Jede der Aminosduren, deren Ester zu-
sammen. mit dem des Prolins destillieren und welche daher dem Prolin
beigemengt auftreten konpen, gibt bei der Aminstickstotf-Bestimmung
seinen gangzen Stickstolf ab, Dagegen reagiert Prolin gar nicht. Darum
kanu man durch Abziehen des Aminstickstoffs vom Gesamtstickstoff
den Prolingebalt des Gemisches quantitativ berecbnen.

464 g Casein wurden hydrolysiert, nach Fischer esterifiziort, die Ester
dreimal durch Baryt nach Levene und van Slyke freigemacht'), sodann destil-
liert. Dic gesamte Ausbeute an destillierten Estorn betrug 347 g. Die Amino-
sturen aus den unterhalb 90° bei 0.5 mm Druck siedenden Estern wurden mit
Alkohol ansgezogen. Danach wurden die Auszidge wiederholt eingedampit
und mit kaltem absolutem Alkohol aufgenommen, bis alles klar 15slich war.
Der gesamte Stickstoffgehalt des Auszugs nach Kjeldahl war 3.441 g, der
Aminstickstotfgehalt 1.666 g. Daher betrug der Prolinstickstoff 3.775 g,
entsprechend 81.10 g Prolin, was 6.70°/, des Caseins ausmacht.

Ein Teil des Gemisches, enthaltend ‘8.44 g Stickstoff, wurde in das d,-
Kuplersalz umgewandelt. Ausbeute 38.86 g wasserfreie Kupfersalze. Beim
Umbkrystallisieren aus Wasser wurden 19.0 g beinahe reines d, I-Prolinkupfer,
entsprechend 61.5°, des bercchneten vorhandenen Prolins erhalten.

0.3824 g Sbst,: 0.0416 g Verlust bei 100°, — 0.3561 g Sbst.: 10.78 cem
"/ o-Rhodanid nach Volbard. — 0.3634 g Shst.: 2.40 ccm Aminstickstoft
bei 229, 760 mm.
Cu(CyHs 03N}y +2H,0. Ber. HyO 11.00, Cu 19.40, Aminstickstotf 0.00.
Gef. o 10.88, » 19.27, » 0.34.

Das Umkrystallisieten der Mutterlaugen ergab nur Gemische. Die
Analysenzahlen zeigten, daB darin wabrscheinlich die Kuplersalze von
Valin, Alanin und Prolin enthsalten waren. Solche Gemische konnen,
nach spiteren Befunden, durch Rickverwandlung in die freien Sauren
und Umkrystallisieren aus Alkobol weiter getrennt werden. Aus den
Mutterlaugen kann der Rest des Proline zum groBten Teil als reines
Kuplersalz erhalten werden.

Der oben gefundene Prolingebalt des Caseins ist zweimal so groB
als der von Abderhalden? gefundene, stimmt aber gut mit dem
von Engeland gefundenen ilberein?).

) Journ. Biol. Cliem. 6, 419 [19091
3) Ztechr. £, physiol. Chem. 48, 28. %) Diese Berichte 42, 2962 [1909].
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V. Eine Methode zur Analyse der Proteine.

Nach dem unten beschriebenen Verfahren gelingt die Charakteri-
sierung einzelner Proteine vollstindiger als es sonst méglich ist,
wenn bpimlich keine geniigende Quantitdat zur Durchfithrung einer
kompletten Hydrolyse nach Fischer vorliegt. Die Bestimmung des
Arginins und Lysins nach dem neuen Verfahren scheint bhei-
nahe so genau zu sein, wie die nach Kossel. Auch ermdglicht die
Methode eine leichte Bestimmung des Cystins, welches meistens in
den bisherigen Hydrolysen vicht bestimmt worden ist. Das Verfahren
beruht auf der Trennung der Aminoséuren in zwei Gruppen durch
die bekannte Fillung mittels Phosphorwolframsiure und daraut folgende
Bestimmung der verschiedenen Aminosiuretypen in beiden Gruppen
durch eigenartige quantitative Reaktionen.

Man hydrolysiert 3.0 g Protein durch 18—20-stiindiges Kochen mit 20-proz.
HCl. Die Losung wird méglichst eingedampit, sodann in 200 cem Wasser
aufgenommen und in einen Claisenschen Destillierkolben dbergefiibit.
Eine gesattigte Barytlosung wird zugegeben, his 25—30 cem Uberschull vor-
handen sind. Man destilliert das Ammoniak in “/;5-Schwefelsiure unter
gutem Vakuum al. Destillieren der alkalischen Losung unter gewdhnlichem
Drucke zerstort das Arginin. Dic Destillation wird fortgefohbrt, bis nur ca
75 cem Flassigkeit zuriickbleiben. Diese siuert man mittels Schwefelsdure
an und kocht unter portionsweisem Zusatz von Ag3SO,, bis alles Chlor
gefalle ist. Das gesamte Melanin wird hierbei mitgefallt. Man wischt den
Niederschlag griindlich mit heiBem Wasser und bestimmt nach Kjeldahl den
Melanin-Stickstoff.

Das Filtrat wird auf 100 ccm Volumen gebracht; dann werden 4 Por-
tionen von je 5 cem herausgenommen, von denen zwei zu Kjeldahlschen
Bestimmungen, zwei zur Aminstickstoff-Bestimmung dicnen.

Der 80 cem betragenden Restlosung. fiigt man 4 cem konzentrierte
Schwefelsiure zu, darauf 70 ccm einer Losung von 100 g Wasser, 20 g Phos-
phorwoliramsiure und 5 g Schwelelsdure') und darauf Wasser, bis das gesamte
Volumen 200 cem betrigt. Das Gemisch wird in gewohnlicher Weise aut
90° erhitzt und sodann mindestens zwei Tage bei Zimmertemperatur stehen ge-
lassen, wodurch der Niederscblag kérnig wird. Lysin, Arginin, Histidin und
Cystin werden niedergeschlagen?). Die Menge jeder dieser Substanzen, welche
in einer 2.5% Phosphorwolframsaure und 5 ¢/, Schwefelsaure haltenden Lésung
gelost bleibt, wurde ermittelt. Die Resultate, in mg N pro 100 cem ausge-

) Osborne und Harris, Journ. Amer. Chem. Soc. 26, 323 [1903}.

%) Osborne, Leavenworth und Brautlecht haben durch Analyse
einer groBen Reihe Proteine mit Wahrscheinlichkeit bewiesen, daB Phosphor-
wolframsiure nur diese Aminosiuren fillt. Amer. Journ. Physiol. 23,
194 [1908).
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driickt, sind Lysin 0.4, Cystin!) 1.8, Arginin?® 1,60, Histidin 1.9]. Lysin
fillt sofort nieder, Arginin und Cystin vollkommen nur nach Stunden; Hi~
stidin erfordert mindestens 48 Stunden, um méglichst vollstindig ausznfalien.

Den Niederschlag sammelt- man auf einem geharteten Filter, welches
so groB ist, daB es sich an die senkrechten Wande einer Nutsche
anpabt. Man sangt mdglichst trocken und bringt dann 10-—12 ccm einer
2.5 %, Phosphorwolframssure, 5.0/, Schwefelsiure enthaltenden Losung auf
das Filter. Das Gemisch rithrt man auf dem Filter zu einem glatten Bre#
auf, sodann nutscht man wicder méglichst trocken. Das Wasehen nach
dieser Methode wiederholt man zehnmal. Es ermdglicht, bei minimaler Flissig-
keitsbenutzung und daher zu vernachlissigendem Verluste durch Anflosen des
Niederschlages, das quantitative Auswaschen der nicht gefallten Aminosiaren.

Der gewaschene Niederschlag wird unter mechanischem Umrihren in
Waxser suspendiert und mittels eines kleinen Uberschusses kalter Barytlosung:
zerlegt.  Das Filtrat von dem Bariumsulfat und Phosphorwolfromat befreit
mnan mittels Kohlensiure méglichst vom @iberschiiesigen Barium und verdamplt un-
ter vermindertem Drucke bis ca. 100 ecm. Sodann sittigt man noch einmal mit
Kohlensaure und fihrt die Destillation bis- zn ‘einem kleinen Volumen fort.
Dadurch wird alles Barium ‘gefillt, Man filtrlert in einen 50 ccm-MeBkolben.
Von den 50 cem Losung nimmt man 10 cem fir die Kjeldahlsche Bestimmung
und 10 cem fir die Aminstickstoff-Bestimmung. Die ibrigbleibenden 30 cem
fihrt man, nach Zngabe ecines Tropiens Natriumcarbonat, um die Abwesen-
heit von Barium festzustellen, mittels 20 ccm Wasser in einen Kolben
aus Jena-Glas dber, gibt 16 g reines Natriumhydroxyd aus Natrium zu und
kocht 6 Stunden unter ecinem RiickiluBkiihler, welcher ‘am oberen Eude
eine 10 cem "/5-Schwefelsdiure enthaltende Folinsche Vorlage mit drek
Kugeln trigt. Arginin und Cystin werden zerlegt und 50 resp. 179/, ihres
Stickstoffs quantitativ als Ammoniak Ireigemacht?). Es wurde festgestellt, daB die
anderen Hexonbasen unter diesen Bedingungen keine bettichtlichen Mengen
Ammoniak abgeben. Das Ammoniak wird beinahe vollstindig von der Siure

) Winterstein hat die Tatsache aufgefunden, daB Phosphorwolfram-
siure Cystin failt, hat aber nicht bestimmt, wie vollkommen die Aus-
fallang ist. Ztschr. f. physiol. Chem 34, 153.

3 Gulewitsch fand 2.2 mg. Ztschr. f. physiol. Chem. 27, 196.

. % Die Zerlegbarkeit des Arginins durch Alkali haben bereits Osborne,
Brautlecht nnd Leavenworth bemerkt. Amer. Journ. Physiol. 28, 180.

Nachtrag bei der Korrektur. Die Reaktion bei der Zersetzung des
Arginins verlauft quantitativ unter Bildung von Ornithin, und von Ammoniak
in einer Quantitat entsprechend der Halfte des Arginin-Stickstoffs. Die Zer-
setzung des Cystins ist picht vollstiindig. Die Resultate von mehreren Ver-
suchen waren aber gleichmaBig beim genanen Verfolgen der angegebenen Be-
dingungen; es werden dabei etwa 179/, des gesamten Cystin-Stickstofis in
Ammoniak {ibergefihrt. Da Jena-Glas nicht ganz sulfatfrei ist, mu8 man
die kleine Sulfatmenge, welche unter den beschriebenen Bedingungen aus dem
Kolben gelist wird, bestimmen.
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In der Vorlage aufgefangen; man titriert es mit Alizarinsulfosiure. Eine
Spur Ammoniak, im Durchschnitt 0.5 mg, bleibt in dem Kolben und dem
Kihler. Man spalt 100 ccm Wasser durch diesen in den Kolben und treibt
durch die dbliche Kjeldahlsche Destillation den Ammoniakrest in ™o~
Siure hiniiber. Die Destillation wird fortgefithrt, bis gerade 100 cem
Wasser iibergetrieben sind.

Die zurickbleibende alkalische Flissigkeit fiihrt man in einen grofen
sitbernen Tiegel iiber, gibt 3 g KNO; zu und bestimmt in gewohn:
licher Weise nach Entfernung der Kieselsiure den organischen Schwelel. Da-
raus berechnet man das Cystin.

Aus den obigen Daten berechmet man die Verteilung des Stickstoifs
auf die verschiedenen, durch Phosphorwoliramsdure gefillten Aminosiuren.
Der Nichtaminstickstoff stammt ganz aus Arginin, von dessen Stickstoffgehalt
drei Viertel nichtaminartig reagicren, und aus Histidin, worin %3 des Stickstofis
nichtaminartig enthalten sied. Von dem gesamten Nichtaminstickstoff zieht.
man ¥, des Arginin-Stickstoffs ab. Die erbaltepe Diiferenz, mit 3y multipliziert,
gibt denHistidin-Stickstoff. Durch Abziehen des Arginin- 4 Bistidin-Stickstoffes
von dem gesamten, durch Phosphorwolframsiure gefillten Stickstoff erhilt
man den Cystin- 4+ Lysin-Stickstoff. Das Cystin berechnet man aus der
Schwefelbestimmung, das Lysin erhilt man durch Differenz.

Durch Abziehen des gesamten Stickstoffs und Aminstickstoffs des Phos-
phorwolframsiure-Nicderschlags von den entsprechenden, aus der Lésung vor der
Fillung erhaltecnen Werten, berechnet man den Aminstickstoff und den
Nichtaminstickstoff der »Monoaminosidure-Fraktion« Der Nicht-
aminstickstoff besteht aus dem gesamten Stickstoff des Prolins und Oxypro-
lins, der Halfte des Trypiophan-Stickstoffs und méglicherweise aus anderen,
noch unbekannten Aminosiuren.

Ich aberzeugte mich, daB alle bekannten Monoamino-monocarboxysiuren
gegen Rosolsdure neutral reagieren, welche den Farbenumschlag zu vollem
Rot bei 10-7 Wasserstolfionen-Konzentration gibt. Die Dicarboxyaminosiuren,
Glutaminsfture und Asparaginsinre dagegen kann man wie einwertige Siuren
titrieren, selbst in Gegenwart uberwiegender Mengen anderer Siuren. Um
dicse Bestimmung auszufihren, fillt man die Phosphorwolframsiure mit
iiberschiissigem Baryt und den iiberschiissigen Baryt durch Einleiten von
CO; in die heiBe Losung. Darch diese Behandlung wird auch das vorhan-
dene Sitber— gefalit. Man dampft die klare Flissigkeit bei vermindertem
Druck auf ca. 100 cem ein, sodann entfernt man quantitativ die kleine, noch
vorhandene Barytmenge. Man braucht im Durchschnitt 30—40 cem /-
H:S80( Dadurch erhélt man eine [.dsung, welche nichts auBer den Mono-
aminosinren cnthilt, Man gibt 2 cem einer neutralen I-proz. alkoholischen
Rosolsiurelosung zu und titriert bis zum vollen Rot mit %/;0-NaOH.

Um den Bruchteil der ganzen urspriinglichen Monoaminosiuremenge,
welcher nach dem Probenehmen zum Titrieren gelangt, zu bérechnen, fill
man bis 200 ccm auf und bestimmt den Stickstoff oder Aminstickstoff in
10—20 cem.

Damit die oben heschriebene Dicarboxysiurc-Bestimmung wertvoll wird,
ist es absolut ndtig, dafl alle Reagenzien, insbesondere der Baryt und die



3179

Phosphorwolframsaure, welche in den vorhergehenden Prozessen benutzt wer-
den, von hdchster Reinheit sind. Man benutzt nur »Reagenss-Baryt und
reinigt die besten kauflichen Phosphorwolframsiuren durch Ather. Falls das
Protein Alkalisalze enthélt, muB vorher ein Teil mit Schwefelsdure verascht
werden. Das Aquivalent ‘des Alkalisulfats {als BaSO, best) wivd dann dem
aus der Titration erhaltenen Werte zugerechnet. Die Dicarboxysiure-Bestim-
mung ist gegenwartig noch einer weiteren Nachpriifung bei verschiedenarti-
gen Proteinen bediirftig, bevor man sie als eine allgemeine Methode vor-
schlagen darf.

Die Resultate aus einer Analyse von Casein mégen als Beispiel dienen.

%% des ! %/ des gesamten
g gesam- | N mittels friherer
ten N Methoden gef.

Ammoniak-N . . ., . . . . ., .]00438 | 1043
Melanin-N . . . . . . . . . .]00i44 343
Rest. . . . .. . . . . . .}0386l5 —
Gesamter N (Summe) . . . . . . ] 04197 —
Gesamter AminoN . . . . . .]0285 | 6828
Phosphor- { Nichtamino-N iArginin 00315 7.51 16.95—7.801); 9922}

V;ﬂlfgmsl;lllre' 0.0351 g Histidin | 0.0178 424 2.56—4.321)
ges. N 0.0905 ) Amino-N Lysin . | 0.0830 ! 7.86 6.66—7.241)

20549, ¥ . 0.0554N gP leséin 0.0082 1.95

Nichtamino-N; Prolin, Oxy- -

P“l’:)olsf&l::: prolin, Y3 Tryptophan 20‘0399 ;951
siiture-l"illcI Amino-N (Dicarboxy- ’ s
"801‘ fg-g 0.2311 g shuren . . } 0.0440 10.48 7.558%)

- Monocarboxy-
- 64539 7 y
6483% {5504 %% ("auren . .| 0.1871 | 44.60 |

‘Wenn wan mit Ricksicht auf die Lislichkeit der Phosphorwoliramsiare-
verbindungen korrigiert, so wird der Arginin-N auf 8.46 %/, der Histidin-N
auf 5.39 9/, gesteigert.

VI. Bestimmung des Aminstickstoffs im Harn.

Da Harnstoff und Ammoniak langsam mit salpetriger Siure rea-
gieren, wuB man sie aus dem Harne wegschaffen. Zu einer Probe
von 75 cem Harn fiigt man 2.5 ccm konzentrierte Schwefelsiure; so-
dann erhitzt man unter Druck aul 175° anderthalb Stundev. Dadurch
wird der Harnstoft vollstandig in NHs; und CO. zerlegt (Benedict
und Gebhart'), Levene und Meyer®). Man setzt dann 10¢g

1) Osborne, Leavenworth uad Brautlecht, Am. Journ. Physiel.
28, 183 [1908).

7 Hart, Ztschr. I physiol, Chem. 83.

3) Abderhalden und Babkiu, Ztschr, f. physiol. Chem 47.

4) Journ. Am. Chem. Soc. 1909. 3) Journ. Am. Chem. Soc, 1909,
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Ca(OH); uod ein Stiick Paraffin binzu, um das Aufschiumen zu
verhindern, und kocht das Ammoniak vollstaindig ab, bis die Démpfe
Lackmus njcht mehr bliuen. Sodann filtriert man, wischt den Nieder-
schlag zehnmal mit heilem Wasser, dampit das Filtrat auf wenige
Kubikzentimeter ein und filtriert von kleinen Mengen CaCO; in einen
25-ccm-MeBkolben ab. Die Kontrollbestimmungen des Aminstickstoffs
kaon man mit 10 ccm wiederholen. Hierbei erhidlt man npicht nur
den Stickstoff, der aus urspriinglichen freien Aminosiuren stammt,
sondern auch den aus der Hippursiure, den Peptiden usw., aus wel-
chen durch saure Hydrolyse freie Aminogruppen entstehen. Die
Methode ist ganz genau. Z.B. gaben 75 ccm eines Harns 5.09 mg
Aminstickstoff. 11.55 mg Alaniostickstoff wurden zu einer @hnlichen
Probe zugegeben. Wiedergefunden wurden 16.67 und 16.55 mg Amin-
stickstoif, 11.58 und 11.47 mg Alaninstickstoff entsprechend. Ier
Aminstickstoff im Harne des normalen Menschen betragt 1.5—2.5 %,
des Gesamtstickstoffs. Bei Hunden betriigt er 1—2.5%/.

Es wird zunidchst versucht werden, die Methode in solcher Weise
zu modifizieren, dafl sie auch die Bestimmung des freien Aminstick-
stoffs im Harne, getrenot von dem durch Hydrolyse freiwerdenden,
ermoglicht.

VII. Die Messung der Vollstindigkeit und der Geschwin-
digkeit der Proteolyse durch Aminstickstoff-Bestimmung.

Wie Emil Fischer und seine Schiiler bewiesen haben, sind die
Proteine als Ketten voo peptidartig gebundenen Aminosiuren an-
zusehen. Durch Hydrolyse werden die -CO-NH-Bindungen ge-
sprengt, unter Entstehen einer freien NH;-Gruppe aus jeder peptid-
artigen Bindung. Daher sollte bei einem teilweise hydrolysierten
Protein das Verhiltois des freigewordenen Aminstickstoffs zu dem
durch komplette Hydrolyse frei zu machenden Stickstoff das Mall der
Vollstaudigkeit der Hydrolyse ergeben. Auch sollte der Verlauf des
Freiwerdens von Aminstickstoff die Geschwindigkeit der Hydrolyse
anzeigen. Wie vorher angegeben, kann auch der peptidgebundene
Stickstoff bei Glycylpeptiden durch salpetrige S#ure teilweise ent-
wickelt werden. Doch kommen solche Peptide aber kaum bei der
Hydrolyse der meisten Proteine in betrichtlicher Quantitat vor. Vor-
versuche haben bewiesen, daBl durch die Aminstickstolf-Bestimmung
der Gang der Proteolyse gut beurteilt werden kann. Man berechnet
den Grad der Hydrolyse mittels der Gleichung:

100 (A — Ap)

A—4,
A = beobachteter Aminstickstoff, A¢ = Aminstickstoff des nicht bhy-
drolysierten Proteins, A;= Aminstickstoff nach vollstindiger Hydrolyse.

/o Hydrolyse =
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Verdauung des Edestins durch Trypsin,
150 cem H30; 6 g lufttrocknes Edestin; 0.5 g Na2CO3; 0.6 g Griblers
Trypsin; Temperatur 37°; Proben von 5 cem Lésung fir Aminstickstofi-
Bestimmung,

Stunden cem N auf 0°, ] 9/ des gesamten |

760 mm berechnet'{ °/y Hydrolyse

!
!
!
I
i
i
i
)

0 1.97 3.86 0:00

2 7.62 14.93 9.55

4 8.92 17.47 18.15

20 12.62 2475 2740

80 19 56 38.35 41.30
komplette Hydro- 40.95 79.00 100.00

lyse durch HC!

Hydrolyse des Eiweill durch NaOH.
100 cem Hy0; 2 g Ovalbumin; 5 g NaOH; Temperatur 60°; Proben von
5 ccm Losung fir Aminstickstoff-Bestimmuug.

cem N auf 09 | %, des gesamten .
Stunden {765 mm berechnet N *lo Hydrolyse

0 0.78 3.00 0.00

0.5 1.85 7.15 5.19

4.5 5.04 19.45 19.95

25 10.11 34.02 43.10

48 12.09 46.62 53.02

96 15.85 61,10 70.70

144 17.75 ' 68.42 83.20
komplette Hydro-

lyse durch HCl 22.10 85.20 100.00

Bei Gegenwart von Proteinen, Albumosen usw. in der Losung
bei der Aminbestimmung muB map zuweilen einen Tropfes Amyl-
alkohol aus dem kleinen. Tropfzylinder. ' in die Flasche E (Figur)
einlassen, um Schiumen zu verhindern. Bei der Bestimmuog in
diesen Fallen gebrauchte man zur Reaktion gerade 5 Minuten -unter
wiederholtem Schiitteln; Jangere Versuchsdauer vermeiden wir, um tiefer-
greifende Eingriffe der salpetrige Siure enthaltenden Essigsiure auf die
komplizierteren Molekiile auszuschliefen. Wenn Ammonijak vorbanden
ist, werden 30—40 %, davon in dieser Zeit zersetzt.

Alle oben beschriebenen Anwendungen der. Aminstickstoff-Bestim-
inung werden mit groBerer Vollstindigkeit und mit Beispielen von
deren Anwendung im Journal of Biol. Chem. mitgeteilt werden.

Hro. Dr. P. A. Levene, welcher die mitgeteilte Arbeit durch
-wertvollsten Rat und Anregung unterstiitzt hat, spreche ich meinen
wverbindlichsten Dank aus.





