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Kyebs hat als wichtiges Kriterium zur Charakterisierung der 
Z-Aminosiiure-oxydase neben der Blausiiure-Hemmung die hem- 
mende Wirkung des Octylalkohols hervorgehoben. Wir mochten 
nochmals betonen, dass wir seine Untersuchungen an Ratten-Nieren- 
praparaten in vollem Umfang bestatigen konnten. Die Tatsachen 
jedoch, dess unter anderen experimentellea Bedingungen die d-Amino- 
saure-oxydase einerseits durch Octylalkohol kraftig gehemmt und an- 
dererseits durch Blausaure aktiviert wird, lassen es fraglich erschei- 
nen, ob solche Kriterien zur Abgrenzung einzelner Enzym-Individuen 
geeignet sind . 

Zusammenfassung. 
1. Die gereinigte d-Aminosaure-oxydase lasst sich durch Blausaure 

2. Die Aktivierung erfolgt analog der Aktivierung durch Amino- 

3 .  Semicarhazid und Octylalkohol hemmen die gereinigte &Amino- 

und Pyrophosphat in eminenter Weise aktivieren. 

s5luren und Proteine. 

saure-ox ydase. 
Fraulein Frieda Nebiker sei fiir wertvolle Ethi l fe  bestens gedankt. 
Diese Arbeit wurde dem einen (A. W.) von uns durch ein Stipendium von der 

Stiftung l i i r  biologisch-medizinisehe Stipendien der Sehweizerisehen Akademae der medi- 
zinnisehen Wissensehaften ermoglicht, fur das er auch hier seinen herzlichsten Dank aus- 
sprechen mochte. 

Basel, im Dezember 1945 
Physiologisch-chemisches Institut der Universitat. 

23. Die Umsetzung des Caseins mit Formaldehyd. 
VI. Uber die Ursaehe des Versagens der Methode von Highberger und 

Retzzsch zur  quantitativen Bestimmung des Formaldehyds 
in geharteten Caseinen 

von Hs. Nitsehmann und H. Lauener. 
(21. XII. 45.) 

Bu Beginn unserer Untersuchungen uber die Umsetzung des 
Caseins mit Bormaldehyd bemiihten wir uns um die Ausarbeitung 
einer Methode zur quantitativen Bestimmung des vom Protein ge- 
bundenen Formaldehyds l). Fur formaldehydgegerbtes Hollagen lag 
eine sehr gute Analysenvorschrift von Bighberger und Retxsch2) vor, 
von deren Buverlassigkeit wir uns durch eigene Testversuche uber- 

l) Helv. 24, 237 (1941) und 26, 1069 (1943). 
2)  J. Am. Leather Chem. Assoc. 33, 341 (1938). 
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zeugten. Beim Casein und einigen anderen Proteinen wurden rnit 
dieser Methode jedoch regelmiissig zu tiefe Werte gefunden. Nach 
Highberger und Betxsch wird das gegerbte Protein mit 2-n. H,S04 
destilliert und der ubergegangene Formaldehyd im Destillat titri- 
metrisch nach Clausen,l) bestimmt. Es zeigte sich dann, dass der 
Formaldehyd auch beim Casein quantitativ abgespalten werden kann, 
wenn die Destillation bei vie1 geringerer H--Ionenkonzentration, bei- 
spielsweise mit 0,l-m. H,PO, vorgenommen wird. Eine blosse Destil- 
lation mit Wasserdampf bei neutraler Reaktion gestattet anderer- 
seits auch wieder keine vollstgndige Abspaltung des Formaldehyds. 
Der Grund fur die Formaldehydverluste bei der Destillation in stark 
saurem Milieu konnte xunachst nicht festgestellt werden. Seine 
Kenntnis schien uns aber einigermassen wichtig, denn sie wurde es 
erleichtern, bei andern Proteinsystemen die Gefahr von Fehlanalysen 
zu vermeiden. Wir haben deshalb diese Frage in der Zwischenzeit 
weiterverfolgt. Folgende drei Moglichkeiten fur das Verbleiben des 
nicht erfassbaren Formaldehyds wurden in Betracht gezogen : 

1. Hydrierung zu Methylalkohol. 
2. Dehydrierung zu Ameisensaure. 
3. Irreversible Bindung an das Protein odor gewisse Abbauprodukte desselben. 

1. Die Bildung von Methylalkohol konnte ausgeschlossen werden, 
wie die nachfolgenden Versuche zeigen. 

0,7 g Casein wurde mit 100 om3 2-n. H,SO, und 20 om3 Formaldehydlosung ent- 
haltend 40,59 mg CH,O bis auf einen Ruckstand von 20 cm3 destilliert2). Das Destillat 
wurde mit 1 g NaHSO, versetzt und 24 Stunden stehen gelassen (quantitative Bildung der 
Formaldehyd-Hydrogensulfitverbindung). Dann wurden von dieser Losung 50 cm ab- 
destilliert. I n  diesem Destillat befindet sich quantitativ allfallig vorhandener Methyl- 
alkohola), wahrend der Aldehyd zuriickgehalten wird. Die Bestimmung des Methyl- 
alkohols im zweiten Destillat geschah nach der Methode von Wright4). Das Ergebnis dieser 
Versuche goht aus Tab. 1 hervor. 
Es zeigt sich, dass bei der Destillation von 2-n. H,SO, mit Casein 
und Formaldehyd im Destillat wohl etwas Methylalkohol nach- 
gewiesen werden kann, jedoch nicht mehr als sich aus dem ver- 
wendeten Bormalin auch in Abwesenheit von Casein herausholen 
liisst. Damit ist sichergestellt, dass bei der Destillation nach High- 
berger und Betxsch das Formaldehyddefizit nicht durch die Bildung 
von Methylalkohol verursacht wird. 

2. Falls sich Ameisensiiure gebildet haben sollte, so miisste 
dieselbe - wie Testversuche gezeigt haben - im Destillat leicht 
durch Titration mit Natronlauge und Phenolphtalein erfasst werden 

1 )  J. Biol. Chem. 52, 263 (1922). 
2, Es war zuvor festgestellt worden, dass der Fehlbetrag an Formaldehyd genau 

derselbe ist, wenn man ihn vor der Destillation erst 24 Stunden auf das Casein einwirken 
l&sst, wie wenn man Casein, Formaldehyd und H,SO, zusammengiesst und sofort destil- 
liert. 

3, Mit Testversuchen bei dosierten Alkoholzusatzen sichergestellt. 
4, C. 1927, 11, 1494. 
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kiinnen. Wir hahen diese Probe auf fliichtige SBiiren gemacht, aber 
nicht mehr gefunden, als sich im Blindversuch ohne Casein in dem 
verwendeten Formalin nachweisen ' liess. 

Tabelle 1. 

i 40,511 mg HCHO aus Handelsformalin 
I3lindversuch : 
4039 mg HCHO ans Handelsformalin 
dost. mit 2-n. H,SO, 

_.._. .. 

I- I I 

40,59 mg 

~ ~~ ~ 

HCHO HCHO- i gefunden 1 Verlust 

Urst. von Casoin mit 100 cm3 2-n. H,SO, 36,28 mg 

Versuch 11. I 

Wie Vcrsuch 1, abcr 40,98 mg HCHO als 1 
Hcxamcthylentetramin I 

Blindvcrsuch : 

36,60 mg 

4 3  mg 

4 3  mg 

Methyl- 
alkohol 

gefunden 
~~ ~ 

0,41 nig 

0,76 mg 

0,07 mg 

0,07 mg 

-- 
3 .  Signm und Arbwl) ,  welche fur gewisse Bweckc Caseinhydro- 

lysat rnit Formaldehyd sterilisieren wollten, habcn festgestellt, 
(lass sich der Formaldehyd %us solchen Liisungen wetlcr mit 
W assert1 amp f , no(& h beim Kochen mit verdunnt or Phosphor - o tler 
Schweiclsairre quantitativ aus1,reibcn lasst,. Das B'orrnal(lehyddefizit 
wurtlc ~ asyrnptotisch einem Grenzwert zustrebcnd - urn so griisser, 
jr. langcr der Formaldehyd voi' tler Destillation auf tlas Rminosaurc- 
gemisch eingewirkt hattc. Hei Testversuchen mjh reinem Glykokoll 
trat keiri Verhrxt auf. &g.pzw und Arbcr haben bei ihren RnsBtzen 
rnit Caseinhydrolysat aucb nachgewiesen, dsss aus dem fehlendeii 
b'ormaldehyd lieine Amcisensaure gebildct wirtl. Der Vergleich der 
Versuchscrgehnisse von AYigncr untl Arber mit unsern eigcnen fuhrtc 
zu tier Polgerung, dass nicht tlas Casein selber, sondern gewisse 
Hytlroly seproduktc desselhen fur die Formaldehydvcrluste vcr- 
antwor tlich si nd. 

Es ist zur Geniige bekannt, dass siimtliche a-hminosauren sehr 
lcicht mit ihrer primiiren Aminogruppc Pormaldehyd binden. Die 
dabci entstchenden hnlagerungs- oder Kondensationsprodukte kon- 
nen jedoch alla wiedcr gespalten werden. Durch Kochen clor wass- 
rigen Losungen kann der Forrnaldehyd - besonders leicht bei saurem 
pn quantitativ ausgetrieben worden. Besondere Verhaltnisse liegcn 
nur h i m  Histidin und beim Tryptophan vor. Diese beiden Rmino- 

I )  Uiss. Ch. Arbw, h r n  L944. 
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sauren, welche als gemeinsames Strukturelement einen stickstoff- 
haltigen Funfring in ,8- Stellung zur Carboxylgruppe ha,ben, kon- 
densieren sich rascher rnit Formaldehyd als die iibrigen Amino- 
saiurenl) und zudem ist die Bindung eine ganz andere; sie tritt such 
in saurem Medium ein, was bei den anderen Aminosiiuren nicht der 
Fall ist. Wie von verschiedenen Autoren2) gezeigt worden ist, kon- 
densiert sich Tryptophan rnit 1 Mol Formaldehyd nach vorheriger 
Anlagerung an die NH,-Gruppe (I) unter Bildung eines neuen Ringes 
zur 2,3,4,5-Tetrahydro-,8-carbolin-l-carbonsaure (11) : 

CH, CH, 
/' \ p\ -C CH-COOH 

/ \  
/k,--C C'H-COOH ~i i / I  i 1 / I  1 1  I 

\ / \ / C  / n'H "/\K.;", ,/ NH 
CH, H CH2 

K 

I OH I1 
H I  

Beide Stoffe konnen krystallisiert erhalten werden. Der Ring- 
schluss ist irreversibel ; Verbindung I1 spaltet nicht einmal beim 
Kochen rnit verdunnter Mineralsaure Formaldehyd ab ( Bazcdozcy3)). 
Wie Gortner4) und Holm5) gezeigt haben, beruht auch die bei der 
Saurehydrolyse von Proteinen meist beobachtete Bildung brauner 
Huminsubstanzen auf einer Kondensation von Tryptophan mit 
aldehyden, die aus KohlehydratresDen stammen durften. Fiir 
Histidin und Formaldehyd ist eine analoge Reaktion von WeZZischG) 
beschrieben worden. Er  erhielt den Ringschluss beim Hochen von 
Histidin, Formaldehyd-methylacetal und konz. Salzsiiure am Ruck- 
flusskuhler. 

Wir haben selbst in einer kleinen Versuchsreihe untersucht, ob 
und in welchem Masse Tryptophan und Histidin bei der Destil- 
lation rnit verdunnter Mineralsaure Formaldehyd zuriickhalten. 

Dazu wurde die reine Aminosiiure (8'. Hoffmaniz-La Roche d? Co. A.G.) mit 100 om3 
2-n. H,SO, und einer bekannten Menge Formaldehyd versetzt und diese Mischung sofort. 
mit Wasserdampf destilliert. Der rnit 400 cm3 Destillat iibergegangene Formaldehyd 
wurde wie friiher beschrieben') bestimmt. 

Die Tab. 2 zeigt, dass besonders Tryptophan sehr betrachtliche 
Mengen FormaJdehyd zuriickhalt. Bemerkenswert ist die Tatsache, 
dass mit der starken Schwefelsaure vie1 mehr Pormaldehyd irrever- 

l) Holdm und Freeman, Austral. J. exp. Biol. med. Sc. 8, 189 (1931). 
,) Hahn, Biirwald, Schales und Werner, A. 520, 107 (1935); Jacobs und Craig, J. 

Biol. Chem. I 13, 759 (1936); Wadsworth und Pangborn, J. Biol. Chem. I 16, 423 (1936); 
Harvey und Robson, Harvey, Miller und Robson, SOC. 1941, 152. 

3, Buudouy, C .  1943, 11, 2160. 
,) J. Biol. Chem. 26, 199 (1916). 
5,  Am. Soc. 39, 2494 (1917). 
6 ,  Bioch. Z. 49, 182 (1913). 

Helv. 26, 237 (1941). 
12 
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sihel gebunden wird sls mit der whwachen Phosphorsaure. Wghrend 
im zwciten Falle zienilich genau 1 Mol CH,O pro Mol Tryptophan 
fixier't wird , bewirkt die Schwefelsaure die Aufnahme von fast 
Y Alolen. Dabei tritt such  Braunfarbung ein (Huminsubstanzen), 
was mit Phosphorsaure niclit rler Fall ist. Uber das Versagen der 
Methotie von H i g h b e u p  und Retcsch kann jetzt kein Zweifel mehr 
1)rstrhen. Sehr stark saures Milieu ist aus zwei Griinden ungiinstig. 

Tabelle 2. 

I sdure zu- 
~ gegeben 
I in ing 

.IminosiLurr 

~ Amino- 1 'I'heoret. ' HCHO 
Bindungs- zugr- 

vcrm. (1: I ) ' geben 
fur  HCHO I in Jng 

2,4 
2,0 

18,O 

5,l 

Histidin 181,fi 1 24,O m g  I 1i9,4 1 23,7 mg 

'l'iyptophan i2,9 i 10,7 mg 4i,7 
I 

2,3 
4,2 

37,7 

1 JO,7 

HCHO- 1 
Verluste Benierkuiigen 

I 
rllg 1 "4 I 

-. -~ 
I I 

sehr langsain 
destilliert 
L6sg. wird b. Er- 
warmen gelb, dann 
braun 
mit 0,l-mol. H,PO, 
destill., ohne Ver- 
farbung 

1~3inmel wird ~ B S  Protein zu rasch hydrolytisch abgebaut. Noch 
bevor der FormaJdehyti qtiantitstiv atgespalten uiid abgetrieben ist, 
kiirinen Tryptophan untl Histidin in Freiheit gesetzt werden und 
sic11 da,nn init Pornialdeh yd in tler bekannten Weise koncirnsiercn. 
IXe Reaktion diirfte auc.I-1 schon eintreten, wenn die a-Aminogruppe 
frci, die t'arlnoxylgruppe aber noch gchunden ist. Uazu kommt nun 
noch, tlass dime Kondensation selber durch einc hohe He-Ionen- 
lionzctntration begunstigt w i d .  Solange das Tryptophan in der 
I'ro1,einmolekel eingcbaut ist, tritt - mindestcns hei der Hartung 
jn tier KBlte ~ keinc ringschliessrndc Kondensation mit dem Form- 
;iMclhyd ein. Dies ist  durch iinserr vielen Tcstversuche bewiescn. Bei 
tlcr Hrissgerbung ( 7 0 ° ) ,  itber die in einer nachfolgenden Mitteilung 

wird, scht.int idlerdings niit tlicscr Rc?akI,ion gerechnet 
I\ cwlcn ZII niiissen. 

1':s t)lc:ibt, nur noch xu cmnittolri, 01) die Porn~;~ldcliytlverluste, 
i i i (2 l i t  d:~s I~indnngs\iermiigen cics irn ('aseia enthaltcnen Trypto- 
1)h;ins nberstoigen. In rliesem Fallc wiire noch iiach weiteren Fehlcr- 
cluellcn xi1 suc1ht.n. T)er ilminos~urebestsnd tlex Caseins ist von ver- 
sc*hi~dcrien A utoren qu:lntJita1 iv untersucht worden. Die Werte gehen 

.k ;~nsc~iii;endsr: Hist itlin 1,s -.5,9 TI, Tryptoph:m 0,7 - 2,0 %. 
\\ ' (w11 nmn anninimt, t i ass  die hiichsten Wertc die richtiguren sinti, 
iriitl ('lass Tryptophan 2 Mole ("H,O untl Histidin I / , , )  Mol hintlet, 
( \  gl. 'hb. !2), so konimt man znni ('rrrnzwtvl v o n  O,!) g ( ' € T 2 0  pro 
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100 g Casein in irreversibler Rindung. Die tatsiichlich gefundenen 
Formaldehyddefizite bei der Highberg~r’schen Xethode liegen bei 
kaltgegerbten Caseinen bei ca. 10 yo des gefundenen Wertes fur 
CH,O, betragen also 0,% -0,3 g pro 100 g Casein. Sogar bei extremen 
Redingungen (240 tagige Einwirkung von Formaldehyd au€ Casein- 
hydrolysat) fanden #Signer und Arbprl) nicht mehr als 0,8 g cH,O 
pro 100 g Casein irreveraibel gehunden. 

Kollagen und Gelatine enthalten iiherhaupt kein Tryptophan 
und nur sehr wenig Histidin”. Dies ist der Grund, warum die Me- 
thode von Highberger und Retxsch hier sehr gute Resultate liefert. 

Als praktische Schlussfolgerixiig ergiht sich , da ss ganz allgemein 
hei Tryptophan- urid Histidin-haltigen Proteinen die Formaldehyd- 
bestimmung umso ungenauer x-erden muss, je kraftiger gegerbt 
wurde und je schwerer die letzten Formaldehydanteile hydrolytisch 
abgespalten werden. Ein teilweiser Abbau des Proteins wird dann 
unvermeidlich, was zwangslaufig zu einem inehr oder weniger grossen 
Formaldehyddefizit fiihren muss. 

B u s a m m e n f a s 8 u n g . 
Es wurde gezeigt, warum der Formaldehyd aus ka81t gegerbten 

(’aseinen beim Destillieren mit verdunnten Sauren nnr dann quanti- 
tativ abgespalten und hestinimt werclen kann, wenn die H-Ionen- 
konzentration nicht zu gross ist. Die sonst, (z.  B. niit 2-n. H,SO,) 
auftretenden Formaldehyddefizite komnien dadureh zustande, dass 
gleichzeitig mit den1 Formaldehyd Tryptophan und Histidin hydro- 
lytisch aus dem Protein in Freiheit gesetzt werden. Beide Amino- 
sauren, hesonders aber Tryptophan, reagieren auch mit verdiinntem 
Formaldehyd in bekannter Weise unter Kondensation und Ring- 
schluss. Diese Reaktion Tird durch starke Sanren sehr beschleunigt 
und ist irrerersibel. 

Bern, lnstitut fur allgeineine untl spezielle 
organische (’h emie. 

I )  Diss. C‘h. Arber, Bern 1944. 
Gerngross, Chemie iind Technologie dcr Leim- und Uelntinefabrikation. 




