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Krebs hat als wichtiges Kriterium zur Charakterisierung der
I-Aminosidure-oxydase neben der Blausiure-Hemmung die hem-
mende Wirkung des Octylalkohols hervorgehoben. Wir mochten
nochmals betonen, dass wir seine Untersuchungen an Ratten-Nieren-
priparaten in vollem Umfang bestitigen konnten. Die Tatsachen
jedoch, dass unter anderen experimentellen Bedingungen die d-Amino-
sdure-oxydase einerseits durch Octylalkohol kriftig gehemmt und an-
dererseits durch Blausdure aktiviert wird, lassen es fraglich erschei-
nen, ob solche Kriterien zur Abgrenzung einzelner Enzym-Individuen
geeignet sind.

Zusammenfassung.

1. Die gereinigte d-Aminosiure-oxydase lisst sich durch Blausiure
und Pyrophosphat in eminenter Weise aktivieren.

2. Die Aktivierung erfolgt analog der Aktivierung durch Amino-
sduren und Proteine.

3. Semicarbazid und Octylalkohol hemmen die gereinigte d-Amino-
sdure-oxydase.

Friulein Frieda Nebiker sei fiir wertvolle Mithilfe bestens gedankt.

Diese Arbeit wurde dem einen (A. W.) von uns durch ein Stipendium von der
Stiftung fir biologisch-medizinische Stipendien der Schweizerischen Akademie der medi-
zinischen Wissenschaften ermoglicht, fiic das er auch hier seinen herzlichsten Dank aus-
sprechen mochte.

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

23. Die Umsetzung des Caseins mit Formaldehyd.
VI. Uber die Ursache des Versagens der Methode von Highberger und
Retzsch zur quantitativen Bestimmung des Formaldehyds
in gehiirteten Caseinen
von Hs. Nitschmann und H. Lauener.
(21, X1I. 45.)

Zu Beginn unserer Untersuchungen iiber die Umsetzung des
Caseins mit Formaldehyd bemiihten wir uns um die Ausarbeitung
einer Methode zur quantitativen Bestimmung des vom Protein ge-
bundenen Formaldehyds!). Fiir formaldehydgegerbtes Kollagen lag
eine sehr gute Analysenvorschrift von Highberger und Retzseh?) vor,
von deren Zuverlissigkeit wir uns durch eigene Testversuche lber-

1) 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 mit
dieser Methode jedoch regelmissig zu tiefe Werte gefunden. Nach
Highberger und Retzsch wird das gegerbte Protein mit 2-n. H,S80,
destilliert und der iibergegangene Formaldehyd im Destillat titri-
metrisch nach Clausent) bestimmt. Es zeigte sich dann, dass der
Formaldehyd auch beim Casein quantitativ abgespalten werden kann,
wenn die Destillation bei viel geringerer H--Tonenkonzentration, bei-
spielsweise mit 0,1-m. H,PO, vorgenommen wird. Eine blosse Destil-
lation mit Wasserdampf bei neutraler Reaktion gestattet anderer-
seits auch wieder keine vollstindige Abspaltung des Formaldehyds.
Der Grund fiir die Formaldehydverluste bei der Destillation in stark
saurem Milieu konnte zunichst nicht festgestellt werden. Seine
Kenntnis schien uns aber einigermassen wichtig, denn sie wiirde es
erleichtern, bei andern Proteinsystemen die Gefahr von Fehlanalysen
zu vermeiden. Wir haben deshalb diese Frage in der Zwischenzeit
weiterverfolgt. Folgende drei Moglichkeiten fiir das Verbleiben des
nicht erfassbaren Formaldehyds wurden in Betracht gezogen:

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

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

0,7 g Casein wurde mit 100 ecm?® 2-n. H,SO, und 20 cm® Formaldehydlsung ent-

haltend 40,59 mg CH,O bis auf einen Riickstand von 20 cm?® destilliert?). Das Destillat
wurde mit 1 g NaHSO, versetzt und 24 Stunden stehen gelassen (quantitative Bildung der
Formaldehyd-Hydrogensulfitverbindung). Dann wurden von dieser Losung 56 cm?® ab-
destilliert. In diesem Destillat befindet sich quantitativ allfslliy vorhandener Methyl-
alkohol?), wihrend der Aldehyd zuriickgehalten wird. Die Bestimmung des Methyl-
alkohols im zweiten Destillat geschah nach der Methode von Wright?). Das Ergebnis dieser
Versuche geht aus Tab. 1 hervor.
Es zeigt sich, dass bei der Destillation von 2-n. H,80, mit Casein
und Formaldehyd im Destillat wohl etwas Methylalkohol nach-
gewiesen werden kann, jedoch nicht mehr als sich aus dem ver-
wendeten Formalin auch in Abwesenheit von Casein herausholen
lasst. Damit ist sichergestellt, dass bei der Destillation nach High-
berger und Retzsch das Formaldehyddefizit nicht durch die Bildung
von Methylalkohol verursacht wird.

2. Falls sich Ameisensdure 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).

?) 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
lasst, wie wenn man Casein, Formaldehyd uwnd H,80, zusammengiesst und sofort destil-
liert.

3) Mit Testversuchen bei dosierten Alkoholzusitzen sichergestellt.

4) C. 1927, II, 1494.
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konnen. Wir haben diese PProbe auf fliichtige Sduren gemacht, aber
nicht mehr gefunden, als sich im Blindversuch ohne Casein in dem
verwendeten Formalin nachweisen liess.

Tabelle 1.
HCHO HCHO. | ethyl-
alkohol
gefunden Verlust

gefunden
Versuch L.
Dest. von Casein mit 100 ¢cm? 2-n. H,SO, 36,28 mg 4,31 mg 0,41 mg
+ 40,59 mg HCHO aus Handelsformalin
Blindversuch: ‘
40,59 mg HCHO aus Handelsformalin 40,69 mg 0,76 mg

dest. mit 2-n. H,S0,

Versuch TII.
Wie Versach I, aber 40,98 mg HCHO als 36,60 mg 4,38 mg 0,07 mg
Hexamethylentetramin

Blindversuch:
40,98 mg HCHO als Hexamethylentetra- 40,98 mg — 0,07 mg
min dest. mit 2-n. H,SO,

3. Signer und Arber'), welche fir gewisse Zwecke Caseinhydro-
lysat mit Formaldehyd sterilisieren wollten, haben festgestellt,
dass sich der TFormaldehyd aus solchen Losungen weder mif
Wasserdampf, noch beim Koechen mit verdiinnter Phosphor- oder
Schwefelsiure quantitativ austreiben lisst. Das Formaldehyddefizit
wurde — asymptotisch einem Grenzwert zustrebend — um so grosser,
je linger der Formaldehyd vor der Destillation auf das Aminosidure-
gemisch eingewirkt hatte. Bei Testversuchen mit reinem Glykokoll
trat kein Verlust auf. Signer und Arber haben bei ihren Ansitzen
mit Caseinhydrolysat auch nachgewiesen, dass aus dem fehlenden
Formaldehyd keine Ameisensiure gebildet wird. Der Vergleich der
Versuchgergebnisse von Signer und Arber mit unsern eigenen fithrte
zu der Folgerung, dass nicht das Casein selber, sondern gewisse
Hydrolyseprodukte desselben fiir die Formaldehydverluste ver-
antwortlich sind.

Es ist zur Geniige bekannt, dass simtliche «-Aminogiuren sehr
leicht mit ihrer primiren Aminogruppe Formaldehyd binden. Die
dabei entstehenden Anlagerungs- oder Kondensationsprodukte kon-
nen jedoch alle wieder gespalten werden. Durch Kochen der wiss-
rigen Losungen kann der Formaldehyd — besonders leicht bei saurem
Py — quantitativ ausgetrieben werden. Besondere Verhiltnisse liegen
nur beim Histidin und beim Tryptophan vor. Diese beiden Amino-

1) Diss. Ch. Arber, Bern 1944.
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siuren, welche als gemeinsames Strukturelement einen stickstoff-
haltigen Finfring in pA-Stellung zur Carboxylgruppe haben, kon-
densieren sich rascher mit Formaldehyd als die iibrigen Amino-
sduren!) und zudem ist die Bindung eine ganz andere; sie tritt auch
in saurem Medium ein, was bei den anderen Aminosiduren nicht der
Fall ist. Wie von verschiedenen Autoren?) gezeigt worden ist, kon-
densiert sich Tryptophan mit 1 Mol Formaldehyd nach vorheriger
Anlagerung an die NH,-Gruppe (1) unter Bildung eines neuen Ringes
zur 2,3,4,5-Tetrahydro-g-carbolin-4-carbonsiure (I1):

CH, CH,
/ \Evﬁg/ \(I‘JH—COOH l/ \I 7(‘?/ \(IIH—COOH
AN ) . \/\N/C\C ﬁ/NH
1 7w u 0 2

Beide Stoffe konnen krystallisiert erhalten werden. Der Ring-
schluss ist irreversibel; Verbindung II spaltet nicht einmal beim
Kochen mit verdiinnter Mineralsdure Formaldehyd ab (Baudouy3)).
Wie Gortnert) und Holm?®) gezeigt haben, beruht auch die bei der
Sdurehydrolyse von Proteinen meist beobachtete Bildung brauner
Huminsubstanzen auf einer Kondensation von Tryptophan mit
Aldehyden, die aus Kohlehydratresten stammen diirften. Fiir
Histidin und Formaldehyd ist eine analoge Reaktion von Wellisch®)
beschrieben worden. Er erhielt den Ringschluss beim Kochen von
Histidin, Formaldehyd-methylacetal und konz. Salzsiiure am Riick-
flusskiihler.

Wir haben selbst in einer kleinen Versuchsreihe untersucht, ob
und in welchem Masse Tryptophan und Histidin bei der Destil-
lation mit verdiinnter Mineralsiure Formaldehyd zuriickhalten.

Dazu wurde die reine Aminosiure (F. Hoffmann-La Roche & Co. A.G.) mit 100 cm?
2-n. H,80, und einer bekannten Menge Formaldehyd versetzt und diese Mischung sofort
mit Wasserdampf destilliert. Der mit 400 em3 Destillat iibergegangene Formaldehyd
wurde wie frither beschrieben?) bestimmt.

Die Tab. 2 zeigt, dass besonders Tryptophan sehr betrichtliche
Mengen Formaldehyd zuriickhilt. Bemerkenswert ist die Tatsache,
dass mit der starken Schwefelsdure viel mehr Formaldehyd irrever-

1) Holden und Freeman, Austral. J. exp. Biol. med. Sc. 8, 189 (1931).

%) Hahn, Birwald, Schales und Werner, A. 520, 107 (1935); Jacobs und Crasg, J.
Biol. Chem. 113, 759 (1936); Wadsworth und Pangborn, J. Biol. Chem. 118, 423 (1936);
Harvey und Robson, Harvey, Miller und Robson, Soc. 1941, 152.

%) Baudouy, C. 1943, 11, 2160.

4) J. Biol. Chem. 26, 199 (1916).

%) Am. Soc. 39, 2494 (1917).
) Bioch. Z. 49, 182 (1913).
") Helv. 26, 237 (1941).
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sibel gebunden wird als mit der schwachen Phosphorsiure. Wihrend
im zweiten Falle ziemlich genau 1 Mol CH,O pro Mol Tryptophan
fixiert wird, bewirkt die Schwefelsiure die Aufnahme von fast
2 Molen. Dabei tritt auch Braunfirbung ein (Huminsubstanzen),
was mit Phosphorsiure nicht der Fall ist. Uber das Versagen der
Methode von Highberger und Retzsch kann jetzt kein Zweifel mehr
bestehen. Sehr stark saures Milieu ist aus zwel Griinden ungiinstig.

Tabelle 2.

Amino- Theoret. HCHO HCHO-
séure zu- | Bindungs- Zuge- Verluste
gegeben | verm. (1:1) | geben

in mg fiir HCHO in mg mg o/

/0

Aminosiure Bemerkungen

Histidin 181,6 24,0 mg 97,5 2.4 2,3
1794 23,7 mg 47,7 2,0 4,2 | sehr langsam

destilliert

Tryptophan 72,9 10,7 mg 47,7 18,0 | 37,7 | Losg. wird b. Er-
wirmen gelb, dann
braun

Tryptophan 36,0 5,3 mg 47,7 5,1 | 10,7 | mit 0,1-mol. H,PO,
destill., ohne Ver-
farbung

Einmal wird das Protein zu rasch hydrolytisch abgebaut. Noch
bevor der Formaldehyd guantitativ abgespalten und abgetrieben ist,
konnen Tryptophan und Histidin in Freiheit gesetzt werden und
sich dann mit Formaldehyd in der bekannten Weise kondensieren.
Die Reaktion diirfte auch schon eintreten, wenn die «-Aminogruppe
frei, die Carboxylgruppe aber noch gebunden ist. Dazu kommt nun
noch, dass diese Kondensation selber durch eine hohe H:-Tonen-
konzentration begilinstigt wird. Solange das Tryptophan in der
Proteinmolekel eingebaut ist, tritt — mindestens bei der Hirtung
in der Kilte — keine ringschliessende Kondensation mit dem Form-
aldehyd ein. Dies ist durch unsere vielen Testversuche bewiesen. Bei
der Heigsgerbung (709), iiber die in einer nachfolgenden Mitteilung
berichtet wird, scheint allerdings mit dieser Reaktion gerechnet
werden zu mussen.

Es bleibt nur noch zu ermitteln, ob die Formaldehydverluste,
nicht das Bindungsvermdgen des im C(asein enthaltenen Trypto-
phans iibersteigen. In diesem Falle wire noch nach weiteren Fehler-
quellen zu suchen. Der Aminosidurebestand des Caseins ist von ver-
schiedenen Autoren quantitativ untersucht worden. Die Werte gehen
stark auseinander: Histidin 1,8-5,99%, Tryptophan 0,7-2,0%.
Wenn man annimmt, dass die hochsten Werte die richtigeren sind,
und dass Tryptophan 2 Mole CH,0 und Histidin '/,, Mol bindet
(vgl. Tab. 2), so kommt man zum Grenzwert von 0,9 g CH,0O pro
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100 g Casein in irreversibler Bindung. Die tatsichlich gefundenen
Formaldehyddefizite bei der Highberger’schen Methode liegen bei
kaltgegerbten Caseinen bei ca. 109, des gefundenen Wertes fiir
CH,0, betragen also 0,2-0,3 g pro 100 g Casein. Sogar bei extremen
Bedingungen (240tégige Einwirkung von Formaldehyd auf Casein-
hydrolysat) fanden Signer und Arber!) nicht mehr als 0,8 g CH,O
pro 100 g Casein irreversibel gebunden.

Kollagen und Gelatine enthalten iiberhaupt kein Tryptophan
und nur sehr wenig Histidin?). Dies ist der Grund, warum die Me-
thode von Highberger und Retzseh hier sehr gnte Resultate liefert.

Als praktische Schlussfolgerung ergibt sich, dass ganz allgemein
bei Tryptophan- und Histidin-haltigen Proteinen die Formaldehyd-
bestimmung umso ungenauer werden muss, je kriftiger gegerbt
wurde und je schwerer die letzten Formaldehydanteile hydrolytisch
abgespalten werden. Ein teilweiser Abbau des Proteins wird dann
unvermeidlich, was zwangsliufig zu einem mehr oder weniger grossen
Formaldehyddefizit fithren muss.

Zusammenfassung.

Es wurde gezeigt, warum der Formaldehyd aus kalt gegerbten
(laseinen beim Destillieren mit verdiinnten Siuren nur dann quanti-
tativ abgespalten und bestimmt werden kann, wenn die H-Ionen-
konzentration nicht zu gross ist. Die sonst (z. B. mit 2-n. H,80,)
auftretenden Formaldehyddefizite kommen dadurch zustande, dass
gleichzeitig mit dem Formaldehyd Tryptophan und Histidin hydro-
lytisch aus dem Protein in Freiheit gesetzt werden. Beide Amino-
sduren, hesonders aber Tryptophan, reagieren auch mit verdiinntem
Formaldehyd in bekannter Weise unter Kondensation und Ring-
schluss. Diese Reaktion wird durch starke Sduren sehr beschleunigt
und ist irreversibel.

Bern, Institut fur aligemeine und spezielle
organische Chemie.

1y Diss. Ch. Arber, Bern 1944.
%) Qerngross, Chemie und Technologie der Leim- und Gelatinefabrikation.





