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Nitteilnngen. 
222. Donald D. van Slyke: 

Nachtrag su meiner Mitteilungl) iiber die Beetimmung von 
Aminogruppen in Aminoverbindungen und im Ham, sowie 

liber eine Nethode zur Analyee von Proteinen. 
[.\us dem Laborat. des Rockefeller Institute for Medical Research, New York.] 

(Eingegangen am 17. Mai 1911.) 

I. 
Meine Tor einigen Ifonaten publizierte Abhandlung, in der ich 

niich mit der R e a k t i o n  r w i s c h e n  naturlich vorkommenden A m i n o -  
s j i n r e n  u n d  s a l p e t r i g e r  S a u r e  beschaftigte, mochte ich durch die 
nnchtriigliche Angabe der folgenden Einzelheiten erganzen. Die Um- 
setmng Iyerliiuft bei allen nntiirlich vorkommenden AminosHuren, iiiit 
Ausriabme des G l y k o k o l l s  und des C y s t i n s ,  absolut quantitativ. 
Dns Clykokoll entwickelt neben Stickstoff regelmaoig Spuren eines 
Gases, das von Pernianganatlosung nicht absorbiert wird. Die Re- 
siiltate stellen sicli drmgemlo gewtjhnlich auf 103 "lo des theoretisch zu er- 
warteucleii Uetrages, so clno man z. n. bei der Analyse tles Glykokolls 
19.?n/io Stickstuff stntt 18.6'3 "/" findet. Beim Cj-stin entsprnch (Ins 
geniessene Gasw)lumen sogar 107 o/o der Theorie, d. h. statt ll.BG"/o 
Stickstoff wurden 12.5 o/o beobachtet. Diese aberschusse waren niclit 
durch irgeudwelche Verunreinigungen der Analyseuniaterialien lediogr, 
denu xiis verschiedenen Quellen staniniende Substanzproben gabeii 
bei sorgfaltigst durchgefiihrten Bestirnmungen stets die gleichen Ke- 
sultate. Das I, y s i u  unterscheidet sich von anderen Aniinosiiuren 
dadurch, daIJ die Reaktion zu ihrer Vollendung hier l!1 Stunde er-  
fordert, wiihrend der Zeitbedarf sonst nur 5 M i u .  betragt. 

P u r i n -  u u d  P y r i n i i d i n - R i b o s i d e ' )  sind bezgl. ihrer Brxucli- 
barkeit fur diese Alethode ebenfalls gepruft worden. C y t i d i n  rind 
d d e n o s i n  gaben genau 1 Moleliiil Stiokstoff ab ,  wahrend dab 
G u a n  o s i n  ungefahr 111, Molelciile Iieferte, also ein ahnlich anoniales 
Verhnlten wie das Cystin aufwies. G u a n i u  selbst ist in schwach 
saureti Flussigkeiten so schwer Ioslich, d a a  es nur sehr langsani 
reagiert und sogar ini Verlauf von  mehrereu Sturiden nur  einen Tei! 

I) B. 48,' 3170 [1910]. 
l) Levene  und J a c o b s ,  U. 43, 3130 119101; Levene und L a  l.'orgc', 

B. 43, 3164 [1910]. 



seines Amino-Stickstoffs nbspaltet'). Reim M e t h y  l a m i n  sind ebenso, 
\vie beim A m m o n i a k  und den P u r i n e n ,  ungefahr 2 Stunden erforder- 
lich, bis die Realction vollstandig zu Ende gegangen ist. Es scheint 
demnach, als ob die Fahigkeit der Aminogruppe, unter deu bei meiner 
Methode einzuhaltenden Versuchsbedingnngen innerhalb der kurzen 
Zeit yon 5 Minuten mit salpetriger Saure quantitativ zu reagieren, 
eine spezielle Eigentumlichkeit solcber A m i n o g r u p p e n  darstellt, 
d i e  i n  u - S t e l l u n g  z u  e i n e m  C a r b o x y l  stehen. 

Bei der A u s f i i b r u n g  d e r  B e s t i m m u n g  ist es nicht erforderlich, 
die Lovung uiihrend der ganzen Dauer der Umsetzung zu schutteln. 
H a t  man die f ~ r  die Reaktion bestimmten Flussigkeiten mit einander 
gemischt, so l%Bt man das Gemisch 5 Minuten bezw. eine je nach 
der  Natur der zu analysierenden Verbindung entsprechend lingere . 
Zeit stehn und schiittelt dann erst nach beendigter Umsetzung drrrch, 
damit nuch die in der Plussigkeit noch gelosten Gase entweichen. 

Da die Reagenzien oft Verunreinigungen enthalten, die ihrerseits 
0.2-0.4 ccm yon Permanganatlosung nicht absorbierter Gase ent- 
wickeln, so ist es notwendig, zur Xontrolle auch einige blinde Ver- 
suche anzustellen und dann entsprechende Korrektionen in den 
Analysenresultaten anzubringen. 

11. 
In der vorausgegangenen Blitteilung war u. a. ein Verfabren be- 

schrieben, rnit dessen Hilfe es moglich ist, den gesamten Aminosauren- 
Stickstoff im H a r n  zu ermitteln. Die Methode u m f d t e  die Hydrolyse 
der P r o t e i n e  und P e p t i d e ,  sowie der H i p p u r s a u r e  und anderer, 
vou den Aminosauren sich ableitender gepaarter Verbindungen, so 
da13 alle diese Stoffe bestimmt werden konnten. D a  der H a r n s t o f f  
jedoch ganz besonders langsam reagiert, so muate, worauf mich Hr. 
Dr. L e v e n e  aufmerksam machte, hiermit die Moglichkeit gegeben 
sein, die gleichzeitig mit Harnstoff vorhandenen freien Aminosauren zu 
bestimmen und 50 eine voraufgehende Hydrolyse zu vermeiden. Der  
Harnstoff erfordert unter den gewiihnlichen Bedingungen fiir die voll- 
stiindige Umsetzung mit der salpetrigen Siiure eine Zeit von 8 Stunden; 
in den ersten 5 Minuten gibt e r  nur ungefahr 3 O I 0  seines gesamten 
Stickstoff-Gehaltes ab, und die Reaktion geht dann obne rnerkliche 
Anderungen in ihrer Geschwindigkeit eioe Zeitlang weiter, ohne daB 
ihr Tempo durch die Gegenwart leichter reagierender Aminoskuren 
beeinflufit wird. 

I) In der 1. Mitteilniig ist auf S. 3173, 144 mu1 v. 0. DGnanosina statt 
SGuanim zu leseii. 
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Hieraus ergibt sich folgende B r b e i t s w e i s e :  Der Harn uird nlit 
Natronlauge bis zu einem Gehalt von 4 O i 0  NaOH versetzt und das  
hierdurch in Freibeit gesetzte Ammoniak bei Zimmertemperatur diircli 
einen Luftstrom ausgetrieben. Hiernach s iuer t  man mit Essigsiiure 
an und dampft die Fliissigkeit bis auf die Halfte ihres Volumens ein. 
Da man i n  der Regel von 100 ccm Harn ausgeht, hnt man biernnch 
noch 50 ccm Fliissigkeit zur Verfugung. Mit zweimal ie 40 ccni der 
letzteren fuhrt man nunmehr zwei Aminostickstoff-Bestimmungen aus. 
Die eine von diesen llBt man - von dem Zeitpunkt des Verrnischens 
mit den Reagenzien a b  gerechnet - genau 6 Minuten gehen, wahrend 
man die andere 12 Minuten im Gang e r h d t ,  und zwar laBt man die 
Geniische hierbei 5 bezw. 11 Minuten ruhig stehen und schiittelt dann 
noch 1 Minute. Die Differenz zwischen den beiden so erhaltenen Re- 
sultaten stellt diejenige Menge Stickstoff dar, die aus  dern Harnstoff 
innerbalb 6 Minuten entwickelt wird, und muB von dem Resultat des 
6 Minuten im Gang erhaltenen Versuchs abgezogen werden. Die ge- 
fundene Differenz ist dann gleich derjenigen Menge Stickstoff, welche die 
A m i n o s i i u r e n  wlhrend jener 6 Minuten entwickelt haben. Wichtig 
hinsicbtlich der bei diesem Verfahren zu erzielenden Genauigkeit ist 
es, imnier ganz die gleichen Volumina siimtlicher Liisungen zu be- 
nutzen und die beiden Bestimrnungen bei derselben Temperatiir Tor- 
zunehmen. Ganz besonders mu13 aber darauf geachtet werden, dali 
bci jeder Bestimmung genau die gleiche Menge der Salpetrigsiinre- 
Liisung in der Flasche zuruckbleibt. Arbeitet man bei einer uuterhalb 
1 9 O  liegenden Ternperatur, so mu13 man die Reaktionsdauer auf 7 
bezw. 14 Minuten verlangern und , falls die Zimmertemperatur unter- 
h d b  1 5 O  liegen sollte, den Versuch sogar 8 bezw. 1 6  Minuten im 
Gang erhalten. Das Verfahren ist selbstverstandlich nicht so genau, 
wie die Methode, bei welcber man den Hsrnstoff zuvor vollvtandig 
entfernt; sie geniigt aber durchaus, wenn es sich nur  darum handelt, 
eine erheblichere VergroBerung im Gehalt eines Harns an Amino- 
siiuren festzustellen. Der  normale Harn des Menschen enthalt ge- 
viihnlicb deniger  a19 l o / o  seines Stickstoffs in  Form von freien 
Aminosiiuren. 

111. 
I n  meiner vorjiihrigen Mitteilung habe ich ein Schema fur die 

A n a l y s e  y o n  P r o t e i n e n  auseinandergesetzt, das von der bekannteu 
FBllung der Basen mit Phosphorwolframsaure ausging, an welche sich 
denn a19 ErgHozung spezielle Methoden zur Bestimmung der einzel- 
nen *Basenu: Arginin, Lysin, Histidin und Cystin, sowie zur Trennung 
der JIonoaminosPuren i n  drei Fraktionen : 1. die Monoamino-rnono- 
carbonsluren, 2. die hlonoamino -dicarbonsauren und 3. die Nicht- 
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nrniuostickstoff enthaltcnde Sluren, anschlosseu. Im lnufenden Arbeits- 
jahr iat diese Nethodr nunniebr in ihren Einzelheiteii einer grund- 
lichen Revision unterzogen und nut eine gauze- Anzahl von Proteinen 
iibertragen worden. nas Verfahren stellt sich jetzt irn Pergleich zii  
dern urspriinglichen in einer weit handlicheren Form dar  und ist auch 
geoauer gewordeo als das fruhere. Auf die T i t r a t i o n  d e r  D i c a r -  
b o n s a u  Ten wurde verzichtet. Wenn sie such gewohnlich zu guten 
Resultaten fiihrt, so schlugen doch , selbst bei Anwendung IuBerster 
Sorgfalt und Benutzung reiner Reagenzien, so viele Bestirnmungen fehl, 
da13 es nicht mehr rugangig erscheint, die Titration als allgemeine 
hIethode irn Zusarnrnenhang mit dern in Rede stehenden Schema, fur 
die Analyse zii ernpfehleo. Wir haben ferner gefunden, daa  C y s t i n  
beim Kochen rnit 20-prozentiger Salzsiiure langsarn i n  ein Produkt 
bezw. in Produkte verwandelt wird, die sich mittels Pbosphorwolfrani- 
siiure nicht nusfallen lassen I). Diese Veriinderung tritt allerdings niir 
so allmahlich ein, daB innerhelb 24 Stunden nur  ungefahr 50°io in 
dieser Weise urngewandelt werden; sie ist aber andererseits genugend 
grol3, urn den fiir das Cystin erhnltenen Zahlen nur ~ o c h  die Bedeu- 
tung von Minirnalwerten zii lassen. Die hohen Ziffern, zu deneu ich 
nnfangs beirn C a s e i n  kam, babe ich bei Benutzung der genaueren 
Arbeitsweise nicht rnehr wiedererhalten konnen. 

Die im Folgenden beschriebene H y d r o l y s e  d e s  F i b r i n s  ver- 
anschaulicht das Verfahren, nach welchem die Analyse jetzt durchge- 
fiihrt wird : 

10 g Fibrin - fiir eine Bestimmung sind nur  3 g erforderlich, die h n -  
wendung 10 g ist von jedoch wegen der MBglichkeit, Doppelbeetimmungm 
vorzunehmen, empfehlenswerter - wurden mit 100 ccm 20-prozentiger Salz- 
saure hydrolysiert. I n  Zmischenrkumen von einigen Stunden entniinmt man 
Proben von je 1 ccm, verdilnnt fiie auf je 10 ccm und verwendet sie zur Er- 
mittlung des Amino-Stickstoffs. Nach Verlauf von 26 Stunden war hierbei 
in den fiir den Amino-Stickstoff gefundenen Werten keine weikre Zunahme 
uiehr festzustellen und die Hydrolyse demnach als beendigt anzusehen. Die 
Bortfiihrung der Hydrolyse, bi3 dieser Pnnkt erreicht wird, ist kuBeist wichtig. 
Die Reaktion so11 bei jeder Sminostickstoff-Bestimmung genaue 5 Minuten 
daucrn. In dieser Zeit werden von dem vorbandenen Ammoniak bei 20° etma 
15°,/0, bei 300 zcrsetzt. Daher miissen vergleichende Bastiinniungen hei 
annkhernd derselben Temperatur nuagefkhrt werden (vergl. B 43,3181 [ 19101). 

Nunmehr murde die SalzsLure so vollsthIig wie moglich durcli Einengen 
im Vakuurn entfernt und die L5sung auf 250 ccm verdiinnt. In 10 ccm 
dieser Fliissigkeit nurde clann dcr Gesamtstickstoff-Gchalt ermittelt, und zwar 
als Konfrolle fiir die sich hieran niischlielienden Bcstimmungen. Diese wurden 

. -  

J )  M6rner  (H. 84, 207) hat bemerkt, da13 die Drehung von Cystin ab- 
niinnit, wenn letztereb in Chlormnsserstoffl6song gekocht wird. 



ala Doppelanalysen durchgefiilwt , von wclchen jcdc eiiizeluc 55 ccm der I i i -  

sung (niit 0.4115 g N) erforderte. 
A n l i d - S t i c k s t o f f .  -D ie  Losungen murden jede auf 150 ccm verdunnt, 

dann niit einem kleinen I;'bcrschul3 an Kalkniilch behandelt untl mit 50- 
100 ccni Alkohol verniischt, der das Scliiunien verhindern sollte. Das cnt- 
standcnc A m  mon i a k  wurde durch l/&undiges Abdestillieren unter 20 mni 
Drocli iiljergetrieben. Bei der Doppelanalyse wareii zum Neutrdisieren des 
Destillats 26.0 h e m .  26.4 ccin n/lo-Schwe€elsaure erforderlich. 

Me lan in .  - Der Kalk wurdc auf einem Faltenfilter abtiltriert; der h'ie- 
dcrdilag, der die silmtlichcn schwarz flrbenden Produkte zuriickliielt, die ur- 
sprunglich in der Fliissigkeit voihanden gewesen waren, wurde ausgemaschen, 
bis c'r sich chlorfrei ermies, und ( l am dcr Stickstoffbestinimung nach K j e l  - 
d ah 1 ontermorfen. Fiir dic Neutralisation des Destillats maren bei dcr 
Doppelnnrlyse 10.8 resp. 9.08 ccm "/jo-S%ure erforderlich. 

F i i l l cn  u n d  W i e d e r a u f l i i s e n  d e r  Baseu .  - Das Filtrat vom Ralk- 
iiietlerachlag wurdc mit Salzriiure neutralisiert und dann konzentriert. Daa 
Aiisfiillen dcr H e s o n b a s e n  nurde  genxu so, n ie  in der frcheren Mitteilung 
beschiiehen, vorgenommen; dic einzige Abmeichung bcstand nur darin, dal) 
die lJdltuig in Gegenwart von 3.5-proz. Salzsaure, statt 5-proz. Schaefels&urc, 
vor sicli Ring. Das Auswaschen des Nicderschlags geschah i in  mesentlielien 
auch jetzt 60 wie frilher, nur enthielt dic 2.5-prozentige Phospliormolfrarnsaure- 
losung Zuni Auswaschen statt 5 0 / 0  Sah\\-efelsiure ebenfalls 3.50i0 SalzsBure, 
tint1 tlns Auswasclien wurde SCI Iange fortgesetzt, bis sich dic Ablaufe als frei 
von Calcium crwiesen. Der Niederschtag wurde biernach vom Filter abgeltst 
untl  i n  Wssser suspendiert. Zu der Suspension murden einige Tropfen Pheiiol- 
1~lii11:~leinl;isung hinzugcgeben and dnnii unter Kiihren 50-prozcntige Natron- 
lauga eintropfen gelasseii, bis sich dcr Niederschlag vollstlndig ge16st hatte. 
Hierzn ist nur ein Ubersc,huB yon hiiclistens 4 Tropfen tler Lauge iiLcr die 
ZIII' Seutralisation der Flussigkeit erforderliche Mcnge notaendig. Die IiBsuiig, 
die schwacli, aber deutlicli alkslisch sein soll, win1 dann bis auf 800 ccm ver- 
diinnt nntl  hiernach die Plios~ihormollranisli i~~ durcli ZuEiigen eines kleinen 
i'-ber*cliusses voii ?O-prozentiger Bariunichloridlosung ausgefdlt: Der Nieder- 
sclilng wirtl in  dersclben Wcise, wie die urspriingliche Hexonbasen-Vallung mit 
Wahser ausgewaschen, bis er chlorfrei ist. SchlieOlich wird das Filtrat unter 
vermindertcrn Druek bis auf ongcfiihr 50 ccm eingeengt, von geringen Mengen 
Bariomphosplior\volfraiiiat, die sich noch Mrahrend cles Einengens abgeschieden 
hatten, durch Filtriereii befreit, daun in eincm kleinen doppelhalsigen Kiilb- 
chen yon neiiem konzentrjert und auf cin Volumeii ron 50 ccrn gebracht. Die 
folgenden Bestinimungen wiirden tlann niit aliquoten Tcilen tlieser Liisung 
)lei jader der beiden vorgeuommen. 

A m i n o - S t i c k s t o l f  d e r  Rasen .  - Fiir die Bestimmung, dic ' / I  Stunde 
ini Gang erhalten wurde, daiiiit das Lysin sich rollstnndig umsetzen konnte, 
truideo 10 ccm der Losung vcrweiitlet. Bei tler Doppelanalyse muden  5ir 

24.1 i d  25.0 ccm N @lo, 772 mm) erlialten, ciitspr. 0.0693 und 0.0719 g 
Amino-Stickstoff in der gesamten, in der Lijsung vorhandcnen Bascnmenge. 

A r g i n i n .  - J e  25 ccm Lbsung wurden mit 12.5 g reinem KOH rrrsetzt untl 
6 Stunden in dar in der friheren Mitteilong Leschricbencn Wcisc gekocht. 
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Hiernach waren zur Nciitralisation erforderlich 10.72 bezw. 9.83 &m "/Io-Siurc, 
deneii 0.060 bezw. 0.0551 g hrginin-Stickstoff in der gesamten L6sung ent- 
sprechen. 

G e s a m t s t i c k s t o f f  d e r  Basen .  - Jetle der LBsungen, die fiir die Br- 
giniii-Bestimmung bcnutzt worden waren, wurde niit 35 ccxn konzentrierter 
Schwefelsiure und I/, g Kupfersulfat versetzt und danu in der bei K j e l d a h l -  
Bestimniungeii iiblichen Weise weiter bchandell. Das Deetillat neutralibicrte 
31.3 hem. 36.0 ccni n/lo-Nornialscliwefels8ure. Addiert man hierzu die Anzahl 
yon ccm Skure, die zur Neutralisation des bci der voraufgegangenen Srginin- 
Bestimniung entwickelten Aminoniaks erforderlich waren, so koinmt man auf 
4.5.0 und 45.8 ccm 0.1-n. Sjiire, die einer Gesamtmenge von 0.1'261 bezw. 
0.1254 g oder 2S.55 bezw. 29.10 'J/o Gesamtbaseii-Stickstoff iquivalent sind. 

Cys t in -Schmefe l .  - Fhr die Bejtirnmung des organischen SchwefelJ 
nnch der ausgcseicbneten Metliode von B e n e d i c t  und D e n i s : )  wurden 
wiederum je 10 ccm Lbsungj benntzt. Das gleichzeitig vorhantlene Barium- 
chlorid brauchte vor dem Veraschen nicht entfernt zu wcrden. Dio Ausbeute 
an Bariumsulfat betrug 0.0059 bezw. 0.0070 g, die 0.0018 bezw. 0.00'21 g 
Cystin-Stickstoff entsprechen. Im Fibrin, vie auch in den nieisten andereu 
Proteinen rnit Ausnahine der Reratine ist der Gehalt an Cystin iibrigens 60 

gering, daB er die Amino-Stickstofi- und selbst die Arginin-Bestirnmungen 
nicht iu irgendwie ins Gewicht fallender Weise beeinflufit. 

Gesa rn t s t i cks to f f  im  F i l t r a t  von  d e n  Basen.  - Zu tlem Filtrat und 
den Waschwbsern wurde soviel 50-prozentige Natronlauge hinzugefugt, daW 
sich die LBsungen s c h w a c h  triibten. Sie wurden dann mit Hilfe von etwxs 
Essigshrc wieder gekliirt, unter verminderteln Druck eingeengt und auf j e  
150 ccni gebracht. Fiir die Kjeldahl-Bestimmungen dienten je 25 ccm, die 
wit 15 g I<aliiimsulfat, 35 ccm konzentrierter Schwefelskure und 'I, g Kupfer- 
sulfat versetzt wurden. Fu r  die Neutralisation der Destillate waren 31.3-3 I ..5 
bezn. 30.9 - 31.0 ccm "/,o-SHure erforderlicb, entspr. 0.2638 bezw. 0.3597 p 
oder 59 7 bezw. 5S.8 O/O Stickstoff in dem gesamten Filtrat. 

A m i n o - S t i c k s t o f f  i m  F i l t r n t  von  d e n  Basen .  - Unter Anwenduup 
von je 10 ccni 1,Bsung fiir die Aminobestimmung murden folgende Betriigc 
nn StickstoFE gcfunden: 

I. 282-29.1 ccm N (17O, 760 mm), entspr. 0.244 g N in der gesamten 
Liisung. 

11. 27.7-27.9 ccni N (134 768 nim), entspr. 0.2452 g N in der geaamteir 

Die Gesnmtergebnisse de r  voranstehend geschilderten A n a l p e n  
siud in den beiden Tabelleu auf S. 1G90 zusammengestellt, zu  deiieii 
uoch bemerkt sei, daB H i s t i d i n  und L y s i n  in de r  in d e r  vorauf- 
gegnngenen Mitteilung auseinander gesetzten Weise berechnet worden 
sind. Die Znhlen bedeuten Prozente des gesamten Stickstoffs, de r  in 
dem zur  Untersuchung verwendeten Protein i n  Fo rm der  einzelnen 

Liisnng. 

I) Journ. of Biolog. Chem. 6, 363 [19@9]; 8, 401 [1910]; C. 1911, T, 348. 



Aniiiiosauren oder Aminogrnppen rorbanden ist I ) .  Die K o r r e k t i o n e n  
fi ir  d i e  L 6 s l i c h k e i t  wirden in der Weise nngebrncht, da5 die  
u:iclistehend bezeichneten 3Iengeu Stickstoff zu den fiir jede einzelne, 

Tnbel lc  I. 
- .  . 

;\mnioniaIi-Sticltsto~~ . . . . . . . . .  
Melanin- >> . . . . . . . . .  
Cyst in- > . . . . . . . . .  
Arginin- > . . . . . . . . .  
Histidin- )) . . . . . . . . .  
l.!-siu- > . . . . . . . . .  
Amino- >> des Filtrats . . . .  
Sichtamino- )) )) (Prolin,Osy- 

prolin, Tryptophan) . . . . . .  
. 

Sturnme 

T a b c l l e  II. 

I I 11 Nittcl 

8 25 
3.43 
0.41 
13.60 
3.78 

10.78 
55.3 

4.4 
99.95 

_ ~ _  .- 

5.38 
1.87 
0.45 
12.48 
4.14 
12.01 
55.5 

3.3 
99.13 

.. ~ 

8.33 
3.17 
0.43 
13.14 
3.96 
11.40 
55.4 

3.85 

99.67 

-~iiimoniak-SticlistoIf . . . .  
. Melanin- >) . . . .  

Cystin- > . . . .  
Arginin- > . . . .  
Hist id in-  . . . .  
Lysin- 
Amino- des E'ilirats 
Nichtamino- D >> > 

Sunimc 

25.52; 9.99'10.05 2.25 8.32 

1.25; 1.49, 6.601 0.00 0.99 
5.71,27.05:15.33 14.70 13.86' 

0861 1.981 7.421 0,071 3.171 
5.95 
1.G5 
0.80 

1S.i.5 
13.23 
8.49) 
51.3 I 

3.8 I 
100.951 
- 

5.24 
3.6 
0.0 
7.7 

12.5 
10.9 
57.0 
2.9 

(100.0) 

rlurch Phosphorwolframsaure gefallte dminosaure gelundenen Werteo 
hinzugerechnet wurden; diese Zahlen sind au€ den Stickstoff umge- 
rechnet und drucken die LGslichkeit der einzelnen Basen in 200 ccm 
der Losung aus, aus welcher sie gefallt wurden: Arginin 0.0032 g, 
Histidin 0.0038 g, Lysin 0.0005 g, Cystin 0.0026 g. Die Loslichkeit 
des Lysins ist in der Ytereo Abhnndlung irrtumlicherweise zu 0.4 mg 

I) Zur Umrrchnung der oben gcgebencn Prozente des Gesamtstickstoffes 
in Gramme der einzelnen Basen selbst pro 100 g Protein kann man die fol- 
genden Darchschnittsfaktoren benutzen, welche ant einem 17-prozentigen 
Stickstolfgehalt der Proteine begriindet eind: Arginin 0.528, Histidin 0.626, 
Lpsin 0.883, Cystin 1.46. 
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(bezogen auf den Lysin-Stickstoff) angegeben worden, wIhrend die 
ricbtige Zabl 0.24 mg pro 100 ccni der LBsung lautet. Das Cystiu 
ist i n  der jetzt benutzten snlzsauren Fliissigkeit augenscheinlich etwns 
weniger IBsIich, als in  der friiber verwendeten sckwefelsaurehaltigeu 
Flussigkeit, in welcher sich die Loslichkeit zu 1.8 mg (bezogen anf 
den Cystin-Stickstoff) ergebeu hatte. Diejenigen Quantitaten Stickstoff, 
d ie  aus dem Niederschlag herausgelost werden, wenn man ibn i n  der 
oben beschriebenen Weise auswHscht, sind, wie I<ontrollversuche 
zeigten, so unbedeutend, da13 sie vernachlassigt werden konnen. Die 
infolge der Liislichkeit notwendig werdenden Korrektionen bedingen 
auch eine Veranderung der Zahlen fur  die Filtrate von den Basen: 
es wurden abgerechnet 0.0052 g fur den Amino-Stickstoff und 0.0049 g 
fur den Nichtamino-Stickstoff. Die in der Tabelle I zusammenge- 
stellten Zablen siud direkt aus den analytischen Daten berechnet, 
clhne da13 Korrektionen fiir die ,Loslichkeit angebracht wurden. Die 
korrigierten Werte finden sicli in der Tabelle 11, die auch die umge- 
recbneten Werte am den Analyseii einer Reihe von anderen Proteinen 
bringt. Das I I a i n o c y a n i n  ist das im Blute des Liniulus (Riesen- 
hfolukkenkrebs) enthaltene Protein, das  den1 Hanioglobin der Siuge-  
tiere entspricht; es wurde mir in liebenswiirdiger Weise von Hrn. Dr. 
C. L. A l s  b e r g  (Washington) zur Verfugung gestellt. Das krpstalli- 
sierte H a m o g l o b i n  ist von Hrn. Dr. B u t t e r f i e l d  im hiesigen In- 
stitut xus Rinderblut dargestellt worden. 

Die bei der Gelatine und dem Hamoglobin hinsicbtlicb des Cystins 
uegativ ausgefallenen Resultate bedeuten , daa i n  den betr. Basen- 
aiederschlllgen kein Cystiu nacbgewiesen werden konnte, obwobl un- 
gefahr 0.5 O/O in unveriinderter Form im Fjltrat vorhnnden gewesen 
sein mogen. Die anderen Zablen fur das Cystin diirften ungetiihr 
50 O/O des Gesamtbetrages, der i n  den betr. Proteinen tatstichlich vor- 
banden gewesen war, darstellen und mit Rilcksicht auf die bei den 
Antrlysen innegehaltenen Bedingungen praktiscb der Gesamtmenge 
des  vorhandenen Schwefels entsprechen. Simtliche in den Tsbellen 
aufgef3hrten Resultate sind Durcbschnittswerte aus Doppelanalysen, 
mit Ausnabme der Zahlen fur dns Hiimoglobin, mit welchem aus 
Mange1 an Material nur eine Analyse durchgefiihrt werden konnte. 
Der  Wert  fur den Gesamtstickstoff, der als Basis fiir die Berecbnung 
der  beim Hihoglobin angegebenen Zahlen dieute, wurde durch Addieren 
der  iibrigen Zablen erhalten und nicht durch selbstandige Analysen 
festgestellt, SO da13 die (deshalb i n  Parentbese gesetzte) Zabl fiir die 
Summe notwendigerneise 100 sein muate. P i e  Menge des Lykns, 
die  bei der A n a l p e  yon Weizen-Gliadin gelunden wurde, durfte die 
Feblergrenze der Methode nicht iiberschreiten und knnu tleshalb nicht 



i n  eineu Gegensatz zu den friiheren negativen Znhlen auderer Autoren') 
qe braclit werden. 

Hinsichtlich $er Gennuigkeit. der Analysen mag hervorgeboben 
werden, da13 die bei I)oppelbestimriiungen fiir den Amnioniak- nnd 
Cystin-Stickstoff gefnndenen Zahlen unter einander in1 Maximum 
iiur eine Ahweichung von 0.3 bezw. 0.1 OiU aufweisen; beini Arginiii 
und Lysin betrlgt die Differenz 1 . 2 O f O ,  beim Melanin 0.5 Oia und bpi 
den iibrigen Bestimmungen hijchstens 1.5 * l o .  Bei den Doppelnnnlysen 
erreiclite die clurchschnittliche Al)w&hung nur ungefahr die lJHllte 
d ieser Maxim a1 werte. 

Vergleicht man die Resultate yon Protein-.innlysen nacli der oben 
beschriebenen. sich auf die c h s r a k t e r i s t i s c h e n  c h e m i s e h e n  
Cf r u p p e n  der verschiedenen Aniinosauren grundentlen Alethode luit 
den Ergebnisseii der beliannten Verfahren, deren Ziel die I s o l i e r u i i g  
der einzeluen Aininosauren ist, so niacht man die Beobachtung, dn13 
hei der letzteren Art Y O U  Analysen die hauptsachlichsten Verluste auf 
(lie Fraktion der p r i m  I r e  n blon o a m i n o s  I u  r e  n (SAminostickstoft 
des Filtratsa, Leiicin, Alanin iisw.) entiallen. Denn selbst, weun bei 
solchen Analyseii die EIydrolyse sehr gut gelungen ist, findet m n n  
\-on den erwHlinten AminosYiureu doch nleist nur die Hiilfte derjenigeii 
Nengen, die aiil Grund des vorhandenen Amino-Stickstoffs zu erwarten 
wiiren. .indereraeits ist es Tatsache, daR bei gewissen Proteinen durch 
die Iso!ierung der einzelnen Aminosiiureu eiu ~erh8ltnismafiig roll- 
stiindiges Bild beziiglich des TJrspruugs des B a s e n -  uud des N i c h t -  
:I ni i 11 o - S t i c k s t o f f s gewo u n e n w o rde u ist '). 

I )  Kossel und Kutscher ,  H. 81, 201; h b d e r h n l d e i i  und S a n i u e l y ,  
H. 44, 262; Odborne  uiitl C l a p p ,  Amer. Jourii. of Physiol. 17, 25. 

>) Vcrgl. Anm.  1 (Gliadin); . l b d e r h e l d e n  (Edestin), H. 37, 499;Levene 
und E e a t t y  (Gelatine), H. 49, 261: F i s c h c r  und Boehuer  (Gelatine), H. 
6.5, 106; Brunner (Fibrin), Dissertation, Berlin; Osborne  nnd Gues t  (Casein), 
Joorn. of Eiolog. Clieni. 9, 333. 




