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Uber den sogenannten Amidstickstoff der
Proteine

von

Zd. H. Skraup und E. v. Hardt-Stremayr.

Aus dem II. chemischen Universititslaboratorium in Wien.

(Vorgelegt in der Sitzung vom 6. Februar 1908.)

Es ist schon lange bekannt, daf§ bei der Spaltung der
Eiweikdrper ein Teil des Stickstoffes als Ammoniak austritt
und die beim Kochen mit Mineralsduren abgespaltene Menge
desselben wurde auch schon oft quantitativ bestimmt. Er wird
Amidstickstoff genannt, obzwar der Nachweis, dafi er Amiden
entstammt, bisher nicht gefiihrt worden ist.

Bei allen bisherigen Untersuchungen stand die Frage
nach der Maximalmenge des Amidstickstoffes und sekundéren
Einflissen auf seine Menge im Vordergrund und in dieser
Richtung hat sich z. B. herausgestellt, daff im allgemeinen beim
Kochen der Proteine mit der etwa 20fachen Menge rauchender
Salzsdure nach finf Stunden ein Maximum so gut wie erreicht
ist.! Diese Maximalmengen sind von grofier Bedeutung, denn
sie sind bei den einzelnen Proteinen recht verschieden. Die
verschiedenen Bestandteile des Weizenklebers geben bis zu
4-4 Amidstickstoff (als Ammoniak gerechn‘et), die meisten
anderen Proteine weniger, meist unter 29/, manche noch viel
weniger, so das Glutin, fiir welches bis 0-4%, angegeben ist
und in welchem wir, wie weiter gezeigt werden soll, Amid-
stickstoff tiberhaupt nicht finden konnten.

Wie die Mengen des Amidstickstoffes bei kiirzerer und
auch sonst weniger energischer Hydrolyse sind, wurde merk-
wiirdigerweise niemals in Untersuchung gezogen. Wir haben

1 Hausmann, Z. f. phys. Chem., 27, 91, 29, 186; Henderson, Ebend.,
29, 47, Kutscher, Ebend,, 37, 215; Gimbel, Hofieister's Beitrige, 5, 297.
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diese Liicke durch Untersuchung von Kasein, Edestin, Serum-
globulin, kristallisiertes Eieralbumin, Gelatine, sowie der Lys-
albinsdure und Protalbinsdure von Paal auszufiillen gesucht,

Die Hydrolyse erfolgte durchwegs mit Salzsdure, mit
rauchender rund 40%, (genauer 39°8%/), mit einfach und
doppelt verdiinnter, durch fiinf Stunden und dariiber und in
kiirzerer Zeit bis zu einer Viertelstunde und darunter.

Dabei hat sich zundchst herausgestellt, dafl wir in allen
den untersuchten Proteinen den Amidstickstoff geringer
fanden als bisher. .

So enthdlt die Cohnheim’sche Tabelle fiir Kasein, Edestin,
Serumglobulin, Eieralbumin und Gelatine die Zahlen 18, 17,
1+5, 04, wir fanden 16,16, 1°0, 1-1 und 0-0.

Es sei bemerkt, dafl die Maximalzahlen der fritheren
Untersuchungen untereinander aber auch nicht unwesentlich
abweichen.

Die Suche nach einem experimentellen oder rechne-
rischen Fehler unsererseits war ohne Resultat.

Unsere Maximalzahlen stehen aber fiir die meisten der
Proteine untereinander ungefdhr in demselben Verhaltnisse wie
die anderer Chemiker, so dafi diese Differenz die bei weniger
energischer Hydrolyse ermittelten Verhéltnisse wesentlich nicht
beeinflussen kann.

Bei kiirzerer Einwirkung konzentrierter und auch ver-
diinnter Sduren fanden wir nun, daf} schon nach 15 Minuten,
in ersterem [Falle selbst nach fiinf Minuten schon rund zZwei
Drittel und dariiber des {iberhaupt leicht abspaltbaren Stick-
stoffes ausgetreten sind und das letzte Drittel des Wertes
von da ab erst bei gesteigerter Einwirkung austritt.

Weniger aufféllige Unterschiede bei verschiedener Kon-
zentration sollen im experimentellen Teile erwédhnt werden.

Die erwihnte bisher ganz {ibersehene Tatsache scheint
uns ziemlich wichtig zu sein.

Da der Verlauf der vollstdndigen Hydrolyse in ihren ein-
zelnen Stadien bei den Proteinen nur sehr unvollkommen
bekannt und vor allem nicht sichergestelt ist, aus welchen
Atomkomplexen der » Amidstickstoff< entsteht, so ist es der-
malen kaum mdglich anzugeben, welches die Ursachen der bei
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energischerer Einwirkung noch immerwahrnehmbaren Zunahme
des sogenannten Amidstickstoffes sind.

Wohl 148t sich aber mit einiger Wahrscheinlichkeit
erkldren, in welchem Stadium die grofiere Menge des » Amid-
stickstoffes«, rund zwei Drittel, austritt.

Nachr allem, was man {iber die Hydrolyse weiff, werden
anfanglich die Proteine in Albumosen iibergefiihrt. Bei manchen
Proteinen sind verschiedene solcher Albumosen nachgewiesen
worden. Vermutlich sind auch diese Albumosen keine einheit-
lichen Verbindungen, sie sind aber durch Lslichkeitsverhalt-
nisse und durch Farbenreaktionen doch so weit unterschieden,
dafl man sie mindestens als verschiedene Gattungen aus-
einanderhalten muf.

Ob diese Albumosen nebeneinander oder hintereinander
auftreten, ob schon bei ihrer Entstehung primére Bestandteile
(Aminosduren, Diaminoséauren etc.) auftreten, ob Analoges fiir
jene Phasen gilt, in welchen die sogenannten Peptone ent-
stehen, ist alles noch sehr unbestimmt. Dafi aber ein stufen-
weiser Abbau erfolgt, ist auBler allem Zweifel, seitdem unter
den Produkten der Hydrolyse relativ komplizierte Polypeptide
von E. Fischer und seinen Schiilern aufgefunden worden sind.
Und weiter kann als sicher betrachtet werden, dafl auch bei der
Einwirkung konzentrierter Sduren und bei erhdhter Tempe-
ratur anndhernd dieselbe Reihe von Prozessen sich abspielen
wird wie bei der Einwirkung von Enzymen.

Und so 146t sich der Schiufl ziehen, dafl die Hauptmenge
des Amidstoffes bei jenen ersten Spaltungen des Proteinmole-
kiils frei wird, bei welchen das Protein zunichst in Albumosen
tibergeht. ,

Infolgedessen ist die Bildung der Albumosen kein aus-
schliefilich hydrolytischer Prozef}, sondern begleitet von einer
Ammoniakabspaltung und so lange Gegengriinde nicht bekannt
sind, kann man vorldufig auch weiter annehmen, dafi die Am-
moniakspaltung mit der Bildung der Albumosen direkt ver-
knlipft ist. DaBl sie ebensogut auch sekundidr aus den Albu-
mosen erfolgen kdnnte, ist selbstverstindlich.

Da fiir die eine oder andere dieser Annahmen Tatsachen
nicht vorliegen, hétte es wenig Bedeutung, weiter iiber die bei
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fortschreitender Hydrolyse zunehmende Menge des Amidstick-
stoffes Vermutungen anzustellen.

Der Verlauf der Bildung von Amidstickstoff aus Lysalbin-
saure und Protalbinsdure gibt aber dafiir doch einigen Anhalts-
punkt.

Lysalbin- und Protalbinsdure haben in ihrem Verhalten
Ahnlichkeit mit den Albumosen. Hierliber soll bei anderer
Gelegenheit berichtet werden.

Aus den im experimentellen Teile mitgeteilten Daten
geht hervor, dafi bei ihrer Hydrolyse durch Sduren gleichfalls
die Hauptmenge des Amidstickstoffes schon anfinglich aus-
tritt. Man kann deshalb die Vermutung anschliefien, daf. die
Abspaltung von Amidstickstoff auch vor sich geht, wenn die
priméren Albumosen weiter abgebaut werden. Hiefiir stimmen
auch die Mengen von Amidstickstoff, die Henderson?! fiir
Albumosen mitteilt.

Experimenteller Teil.

Von den einzelnen Proteinen wurde durch Trocknen bei
105 bis 110° der Wassergehalt ein fiir allemal bestimmt, fir die
Versuche aber lufttrockene Substanz abgewogen. Die bei den
einzelnen Versuchen angegebenen Mengen sind die durch Um-
rechnung erhaltenen wasserfreien Mengen.

Die Ausflihrung der Versuche war folgende:

Je 2 g, bei manchen Versuchen 3¢, wurden mit 40 cm?
der Sdure unter Rickfluff zum Sieden erhitzt. Es wurden stets
Kautschukstdpsel verwendet. Dann wurde unter Kithlung mit
Wasser etwas Uiberschiissiges, vorher ausgegliithtes und dann
mit Wasser ausgekochtes Magnesiumoxyd eingetragen, ein
gerdumiger Tropfenfanger aufgesetzt und das Ammoniak mit
Wasserdampf tibergetrieben; in der Vorlage befand sich eine
titrierte Menge {iberschiissiger 1/,,n. HCL

- Um das starke Schidumen zu miBigen, wurde Paraffin
zugesetzt. Paraffin und Magnesiumoxyd hatten sich in blinden

1 Z. f. phys. Chem., 29, 49.
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Versuchen frei von Ammoniak erwiesen, ebenso die zur Hydro-
lyse verwendeten Proteine.

Wir haben auch Destillationen im luftverdiinnten Raume
versucht, sie aber aufgegeben, weil bei diesen das Uber-
schdumen noch schwieriger zu verhiiten war.

Uber die bei wechselnden Konzentrationen und Zeiten
erhaltenen Mengen von Ammoniak sei dem frither schon
Erwdhnten noch zugefiigt,r daB bei relativ kurzer Dauer der
Hydrolyse (bis gegen eine Stunde) kein merklicher Unter-
schied zu sehen ist zwischen konzentrierter (40%) und auf
die Hilfte verdiinnter (20%/,) Salzsdure, wihrend dagegen bei
zirka 10%, HCl bedeutend weniger Ammoniak abgespalten
wurde. Dagegen scheint bei ldngerer Dauer des Kochens kon-
zentrierte Salzsdure etwas stirker einzuwirken als 20prozen-
tige und auch durch einen grofien Uberschuff an Salz-
sdure die abgespaltene NH;-Menge etwas gréfier zu werden.

Linger als fiinf Stunden wurde das Erhitzen nur einmal
beim Kasein fortgesetzt und war die abgespaltene Ammoniak-
menge nach zehnstiindigem Kochen nicht gréfer als ‘bei fiinf-
stiindigem.

Kasein (nach Hammarsten, Merck'sches Préparat).

Bei den Versuchen kamen jedesmal 3¢ in Anwendung.
In der Cohnheim’schen Tabelle (2. Auflage) ist flir Amidstick-
stoff (als NH, berechnet) als Maximum 1-8%, angegeben.

, Ver- N in Prozenten NH in
brauchte Pro
Dauer der Konzentration Kubik- des zer t-
Hydrolyse der HCI zenti- der Gesamt- dneren
meter |Substanz| stick- Substanz
/o0 HCI stoffes 1
5 Minuten konzentriert 167 0-85 54 1-02
1/, Stunde t/y verdiinnt 18-1 0-92 59 1-1t
konzentriert 18-4 0-94 6°0 1-13
1y » 1/, verdiinnt 10-0 0-51 32 0-61

1 Bei der Berechnung von Prozenten des Gesamtstickstoffes wurden die
Durchschnittszahlen aus dem Cohnheim’schen Buche zu Grunde gelegt.
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Ver- N in Prozenten .
brauchte N;I 3 1
Dauer der Konzentration | Kubik- des r(t)-n
Hydrolyse der HCI zenti- der Gesamt- Zeél ¢
meter |Substanz| stick- Sub etranz
1/4on. HC1 stoffes1 |~"PS
i/ Stunde 1/ verdiinnt 18:6 095 6-1 1-14
konzentriert 18:6 0-95 61 114
1 » 1/, verdiinnt 16-9 0-86 5°5 1-03
konzentriert 19-1 0-97 62 1-17
2 Stunden » 216 1-10 7°0 1-33
3 Stunden » 204 104 67 125
4 > » 21-2 1-08 69 1:30
5 « verdiinnt 19-6 1-00 64 1-21
konzentriert 241 1-23 79 1-38
> 26-5 1-34 85 1-62
10 » » 262 1-33 8-4 1:61

Anschlieffend an diese Versuche wurden auch solche mit
der halben Menge (20 cm® auf 3 g Kasein) der 40prozentigen

Séure ausgefiihrt.

Die Mengen an Amidstickstoff fanden auch

wir geringer als unter sonst gleichen Verhéltnissen mit der
groBeren Menge von Sdure.

Dauer der
Hydrolyse

1/5 Stunde

Beim Edestin ist bei Cohnheim

Verbrauchte

Kubik-
zentimeter
1,40 HCH

14-2
14-9
16°5
17-7

Nin

der Sub-

stanz
0-69
074
0-83
0-90

Prozenten

des
Gesamt-N

44
48
53
58

Edestin (von Hochst).

NH; in
Prozenten
der
Substanz

0-84
0-88
0-99
1-08

1-74%, Ammoniak

angegeben; wir fanden nach einer Viertelstunde 1+20%, und
nach funf Stunden 1-59%,; verdiinnte Salzsdure wirkt merklich

schwicher als konzentrierte.

Angewendet je 3 g Trockensubstanz.

1 Bei der Berechnung von Prozenten des Gesamtstickstoffes wurden die
Durchschnittszahlen aus dem Cohnheim’schen Buche zu Grunde gelegt.
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Ver- N in Prozenten .

brauchte Ng g -m

Dauer der Konzentration Kubik- des ten
Hydrolyse der HCl zentimeter der Gesamt- ze;er

1/;on. HCl |Substanz| stick- Substanz

auf 3 & stoffes

1/, Stunde 1/, verdiinnt 176 0-91 1-09
konzentriert 19-1 0-99 1-20
1y » ¥ 19-3 1:00 5+ 1-21
1/, verdiinnt 3-8 0-46
1 » 1/y > 15-8 0-82 4+4 0-98
konzentriert 225 1-18 6-4 1-41
5 Stunden verdiinnt 16-2 0°85 45 1-02
konzentriert 22-3 116 6-2 1-39
» 254 1-32 7-0 1-59

Serumglobulin (von Héchst).

Beim Serumglobulin sind die Zahlen bedeutend niederer
als die von Hausmann gefundenen. Wéhrend er 1°75%, Am-
moniak angibt, erhielten wir im Maximum nur 1-06%.

Angewendet je 2 g Trockensubstanz.

Gelatine (Goldmarke).

Bei der Gelatine sind von E. Hart! 0-43%, angegeben.
Wir fanden in zwei Versuchen Amidstickstoff iiberhaupt nicht.

1Z. f. phys. Chem., 33, 347 (1901).

Ver- N in Prozenten .
brauchte N}E 31
Dauer der Konzentration Kubik- des 1?_
Hydrolyse der HCI zentimeter der Gesamt- Z?efn
. | 1/;on.HCI |Substanz| stick- Substanz
auf 2 g stoffes an
. 5 Minuten Konzentriert 69 053 3-4 064
+1/, Stunde 1/ verdiinnt 7°9 0-60 3-8 0-72
: konzentriert . 78 0-60 3-8 072
5 Stunden 1/, verdiinnt 92 071 4-5 0-85
konzentriert 11-5 0-88 56 1-06
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Kristallisiertes Eieralbumin.

Kristallisiertes Eieralbumin, das wiederholt umkristalli-
siert war, wurde in heifem Wasser denaturiert und dann bis
tiber das Verschwinden der Schwefelsdurereaktion mit Wasser
gewaschen. Hier ist die im Maximum abgespaltene Ammoniak-
menge 109 besonders geringer als bei Hausmann, welcher
1-58%/, fand.

Bei der Hydrolyse wurde je 2 g Trockensubstanz ver-
wendet.

Ver- N in Prozenten .
brauchte Ngr ?:) fn
Dauer der Konzentration | Kubik~ des zenten
Hydrolyse der HCI zentimeter der Gesamt- der
14on.HCl |Substanz|. stick- Substanz
auf 2 g stoffes
1/, Stunde konzentriert 82 0-60 4:0 0-72
tfy verdiinnt 82 0-60 40 0-72
5 Stunden konzentriert 12-8 0-90 6:0 1-09

Zum Schlusse wurden noch protalbinsaures und lysalbin-
saures Natrium untersucht.

Verwendet wurden kdufliche Praparate von Kalle & Comp.
in Biebrich, bei jedem Versuche 2 g Trockensubstanz.

Protalbinsaures Na Lysalbinsaures Na
S s
v aE BT
s Gl ER=!
Dauer der- | Konzentration|| & S Pro- || & < Pro-
o= | Pro- o = | Pro-
Hydrolyse der HCI =% | zent || = g zent
22 [zentN 98 |zentN
S E NHg | & g NHz
ol &<
1/, Stunde verdiinat 58042050 7°2| 054|065
1y > > 59| 0:42 | 0-50 76| 0°57 | 0°69
konzentriert 61| 043 ] 0°51 76| 057 | 0°69
5 Stunden > 831058 | 0-70 || 11-3 | 0'86 | 1-04




