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Uber den oxydativen Abbau einiger physiologisch
wichtiger Stoffe nach dem Verfahren von Hehner

Von

Fritz Lieben und Erich Molnar

Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie am Wiener Physiologischen Uni-
versitits-Institut

(Vorgelegt in der Sitzung am 25, April 1929)

Gelegentlich einer Untersuchung der Beziehungen zwischen
dem Kohlehydrat- und Phosphorsiurestoffwechsel haben Fiirth
und Marian® vor einiger Zeit versucht, Hexosediphosphor-
gdure quantitativ zu bestimmen., Sie bedienten sich w. a. dazu
des bekannten Verfahrens von Hehner fiir Glyzerinbestim-
mung und fanden die Methode zwar fiir Glukose, Fruktose und
Dioxyazeton verwendbar, jedoch zeigte sich iiberraschender-
weise, dall Hexosediphosphorsiiure nur zirka */, des berechneten
Wertes lieferte. s lag nahe, dieser Tatsache auch in bezug auf
andere Kohlehydrate nachzugehen und auch dariiber hinaus
schien die Methode gerade durch ihr etwaiges Differenzierungs-
verméogen geeignet, einen Einblick in den oxydativen Ab-
bau physioclogisch-chemisch interessanter Stoffe zu bieten,
woraus ja auch immer Hinweise fiir den physiologischen
ADbbau dieser Substanzen gewonnen werden kiénnen.

Es wurden hier wie auch in den spiter angefiithrten Versuchen
0-2—0-5 ¢ Substanz mit einem Volumen Hehner-Gemisch (enthaltend 7-4%
KoCr:0; und 75% H.80.) versetzt, das nach der Gleichung: K:Cr.O: +
4 Ho80, = K280, + Cro(80,)s + 4 H,O + 30 geniigend, bzw. einen kleinen
UberschuB an O, abgeben konnte, um das Substrat vollkommen zu CO,.
H>0 und ev. NHs zu verbrennen; das nicht verbrauchte Kaliumbichromat
wurde mit einer gestellten 25% Ferroammonsulfatlosung (Mohrsches Salz)
zuriicktitriert und das Ende der Titration dureh Tiipfelproben mit Kalium-
ferrizyanid festgestellt. Anwendung eines groBeren Uberschusses an
Hehner-Mischung steigerte, wie wiederholt erprobt, den O.-Verbrauch nicht
wesentlich. Wenn nicht anders angegeben, wurde 2 Stunden auf dem
Wasserbade erhitzt, bei fliichtigen Stoffen mit Riickflufkiihler *. Bei stick-

t0.Fiurth und J. Marian, Biochem. Ztschr, 167, 1925, S.123.

* Nach Abschlu8 der vorliegenden Arbeit finden wir in der Z. anal. Chem.
76, 1929, S. 297, ein Referat iiber eine uns bisher entgangene Arbeit von H. Cor-
debard (Ann. chim. anal. appl. (2) 3, 1921, S. 49), der -sich ziemlich der gleichen
Methodik hediente wie wir. (Die Bichromat- und Schwefelsiurekonzentrationen
waren bedeutend kleiner. Es wurde durch fiinf Minuten bis gegen 160° erhitzt.) Da-
bei wurde eine Anzahl organischer Stoffe, die fliichtige Oxydationsprodukte, wie
z. B. Essigsdure, nicht liefern kénnen, véllig verbrannt, so daB eine Bestimmungs-
methode fiir sie gegeben ersecheint. Cordebard fand so unter anderem, in tiber-
einstimmung mit uns, vo1lige Oxydation von Oxalsiure, Malonsiure, Apfelsiure,
Weinsdure, Phenol, Salizylsiure sowie von diversen Kohlebydraten; anffallender-
weise auch von Benzoesiure.

Monatshefte- fiir Chemie, Bd. 33, Wegscheider-Festschrift, I. Teil. 1
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stoffhaltigen Stoffen wurde nach der Wasserbad-Reaktion nur die Hilfte
des Gemisches titriert, aus der zweiten Hélfte mittels MgO das NH_ in
vorgelegte n/10 H»SO, iiberdestilliert und titriert (Kjeldahl-Bestimmung).

L

Im folgenden sollen zunichst die Verbindungen aus der
Gruppe der Kohlehydrate betrachtet werden. Die Zahlen
bedeuten stets Prozente des zur Totalverbrennung notwendigen
Saverstoffs bzw. Prozente des gesamten NH,, das die Verbindung
liefern kann.

Tabelle 1 (Zweistundenversuche).

1 1L
Hehner-Wert Hehner-Wert
% %
Dioxyazeton . . . . . 923 Candiolin-Na . . . . . 760, 76-9
Xylose . . . . . .. 977, 98-2 . -Ca ... . ,636 631
Sorbit . . . . . .. 98-7, 993 . -Mg2® ... .560, 580
Starke . . . . . . . 93'5, 942
Zellulose . . . . . . 101-9, 100°8
1IL
Hehner-Wert  Kjeldahl-Wert
% %
Glukosamin, . . . . . . .. 998 99-8
Chitin® ., . . . . . .. . . 665, 660 940, 95-0
Chitosansulfats . . . . . . . 633 80-0

610 18-2
630 220

Wir sehen, daB die in der Rubrik I angefiihrten Stoffe, auch
die hochmolekularen Stirke und Zellulose, nach Hehner
vollkommen oxydiert werden; daB die Hexosediphosphor-
siurensalze nur zu ca. °;—?/, verbrennen und untereinander
kleine Unterschiede aufweisen. Ob der bedeutende Unterschied
gegenitber dem von Firth und Marian gefundenen Wert
von ca. 26% auch auf solchen Verschiedenheiten des Priparates
beruht, 148t sich jetzt nicht mehr entscheiden. Beim Mg-Salz
der Hexosediphosphorsiure ergaben auch fiinfstiindige Ver-
suche keine Steigerung des Wertes nach Hehner, es liegen
also hier Verbindungen von groBerer Resistenz vor, als sie die
anderen Kohlehydrate darstellen. Bei den N-haltigen Kohle-
hydratderivaten wird nur das Glukosamin vollig oxydiert;
bei den Chitin- und Chitosanpriaparaten erfolgt wohl
ziemlich vollstindige Desaminierung, jedoch bleibt der Wert
nach Hehner betrichtlich zuriick, was darauf hindeutet, daB
das desaminierte Produkt der Oxydation nur langsam oder tiber-
haupt unvollstindig anheimf#llt, Einige fiinfstiindige Versuche

Chondroitin-*schwefelsaur. Na {

2 Wir verdanken das Préparat (enth. 31, 6% H20) der Freundliehkeit von
Herrn Prof. C. Neuberg, Berlin-Dahlem. ~

3 Vgl. Formeln in Fiirths Lehrb. d. physiol. Chemie, I. Bd., S.317.

¢+ Ebenda 1., S.311. Formel von Levene und La Forge.



Uber den oxydativen Abbau einiger physiologisch wichtiger Sioffe 3

deuten eher auf das Stehenbleiben der Oxydation. — Beim
chondroitinschwefelsauren Na zeigt sich umgekehrt
neben einem den iibrigen Derivaten dieser Gruppe analogen
Hehner-Wert eine auffallend geringe NH,-Abspaltung,
was mit dem Bau dieser Verbindung zusammenhingen kann: die
Aminogruppen sind bekanntlich azetyliert, und die Oxydation
kann in der groflen Molekel an einem Teile einsetzen, ohne daB
davon der Stickstoffl tangiert wird (s. unten bei Histidin).

II.

Um in die hier vorliegenden GesetzmiBigkeiten einen
besseren Kinblick zu erhalten, schien es angezeigt, auf die
Untersuchung bekannter Verbindungen von einfachem Bau
tiberzugehen und speziell einige Rin ge zu studieren, um z B.
die Frage zu losen, ob bei der Resistenz der Hexosediphosphor-
siuren etwa zyklische Strukturen eine Rolle spielen, was schon
Fiirth und Marian diskutieren.

, Tabelle 2.
2 8t. 5 8t. 2 8t. 5 St
Hehner-Wert Hehner-Wert
Nr. % Nr. %
‘9, 175 - 91-5
1. Benzol . , . . .. { %(1)6, %8'0 4. Salicylsiure . . . . { 91-8
2. Phenol , , . . .. ggg g?g . p-Oxybenzoesiure , { gg%
3. Benzoestiure . . . . §6:7 6. Furfurol. . . . .~ 90-2 950
569
2 8t - 5 St. 8 8t

Hehner-  Kjeld- Hehner-  Kjeld- Hehner-  Kjeld.-
Wert Wert Wert Wert Wert Wert

Nr. % % % % % %
7. Pyrrol 710 761 825 — 90-1 —

— — 860 — 92-4 —
8. Chinolin 17:0 185 - - — —
9. Indol . . . . 830 835 940 — 94-8 —

852 945 - — —
10. Thiophen . . 77-2 —_ — — — —

=-J
-1
-1

11. Imidazol .. . 36-7 31-5 410 388 — —

Wie zu erwarten, sind die Hehner-Werte bei den Phenol-
derivaten bedeutend hoher als bei Benzolabkimm-
lingen; die leichte Verbrennbarkeit des Sauerstoffringes
Furfurol deutet an, daB etwaige Sauerstoffringe in Hexo-
sediphosphorsiuren dem oxydativen Abbau keine Schwierig-
keiten * bereiten diirften, so daB die relative Resistenz der
letzteren andere Griindé haben mu. — Pyridin wird nach
2 Stunden iiberhaupt nicht angegriffen, Chinolin in gerin-
gem Ausmall, Pyrrol wird im Laufe von 8 Stunden beinahe
vollstandig oxydiert.

1*
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111.

Am meisten muBlte den Biochemiker der Abbau der
Aminosadauren bei der beschriebenen Versuchsanordnung
interessieren; besonders beobachteten wir den Vergleich
zwischen dem TFortschreiten der Oxydation
unddem der Desaminierung. )

Der oxydative Abbau von Aminosiduren ist bekanntlich in mannig-
facher Weise untersucht worden, Es seien von frilheren Arbeiten (ohne
Anwendung von Katalysatoren) erwihnt die Versuche von Dakin?,
der Glykokoll, Alanin, Leuzin usw. mit H20, oxydierte und im allgemeinen
die Bildung der um 1C Hrmeren Aldehyde bzw. der entsprechenden Fett-
siuren neben CO: und NH; konstatierte; Harries und Langheld®
fanden, dal Ozon die zyklischen Aminosfiuren angreift, wihrend die
aliphatischen ziemlich resistent sind. Langheld” behandelt die Amino-
siuren mit NaOCl mit dhnlichem Resultat wie Dakin. Im diabetischen
Tierkdrper fanden nach Verabreichung von Aminosduren Ringer,
Frank]l und Jonas® intermedifire Abbauprodukte, die den in der
folgenden Diskussion von Tabelle III zu erdrternden vollig entsprechen;
.Fichter und Kuhn?® finden neuerdings Aldehyd, CO; und NHa bei
Oxydation von Aminosiuren mit H:0: an der Anode; Fearon wund
Montgomery? schlieBlich konstatierten bei Oxydation mit Hs0.
und KMnO, das Auftreten von Zyansiure in geringer Menge.

Tabelle 3.

Es wurden Priparate von Kahlbaum, Hofmann-La
Roche und Merck verwendet. H: Hehner-Wert, i. e. Sauer-
stoffverbrauch in Prozenten des zur Totaloxydation bendtigten.
K: Kjeldahl-Wert, i. e. Desaminierungswert in Prozenten des
Gesamt-NH,, den die Verbindung liefern kann.

2 8t. 5 St. 8 8t.

H. K. H. K. H. K.

Name % % % % % %
580 59-1 — — 81-6 94+5

577 585 88:5 — — —

1

Glykokoll . . . . 560 656 P . N B
552 660 — — — —

Glykokollester-HCl . 43°5 — — — — —
- 44°6 — — — — —

Glyzinanhydrid . 700 67-2 — —- — —
Leuzin . . . . ., 652 70°5 705 84-4 47 92-2
655 696 732 87-6 — —

5H.D Dakin, J. of. biol. Chem. 1, 1905, S.171; 4, 1907, S, 63; 5, 1908, S. 409;
siehe auch F. Breinl u. O. Baudisch, Z. physiol, Chem. 52, 1907, S. 159.

8C. Harries u. K. Langheld, Z. physiol. Chem. 51, 1907, S. 373,

"K.Langheld, Ber. D. ch. G. 42, 1909, S. 2360,

8 A.J.Ringer, EEM.Franklu. J. Jonas, J.of biol. Chem. 14, 1913, S. 525
und 539. -
¥, Fiechter u. F. Kuhn, Helv. chim. Aecta 7, 1924, S: 167,

W. R.Fearon u. E. G. Montgomery, Biochem. Journ. 18, 1924, 8. 576



Uber den oxydativen Abbau einiger physiologisch wichtiger Stoffe 5

2 8t. 5 St. 8 st.
Hehner- Kjeld.- Hehner- Kjeld.- Hehner- Kjeld.-
Wert Wert Wert Wert Wert Wert

Name # % % # % %
Valin. . . . ... 42:0 68-0 54-0 71-2 86-1 94-2
47-0 785 — - — —
Asparaginsiure . 820 80-9 84-8 912 925 958
Arginin . ., . . . 36-1 38-0 59-1 54-5 60-0 560
42-0 41-8 59-8 56-1 61-0 565
Lysin . .. ... 27-5 384 55-0 40-1 590 465
293 41-2 - — — —
Zystin . . . . . . 583 61-0 — — — —
57-0 600 — — — —
Alapin . . . . . . 29-4 80-0 330 70-2 37-0 92°5
30-1 73°5 — —_
29-0 83-4 — — — —
Alaninanhydrid . 67-0 890 — — — —
690 89-9 — — — —
Glutaminsaure . . . 32°5 - 85°0 34°0 - 43+0 —
311 96-0 385 — 452 —
355 94-0 — — —
Phenylalanin . 62:6 727 76-1 954 94-5 —
67-0 770 — - — —
721 7701 — — — —
Tyrosin. . . . . . 850 871 - — — —
Tryptophan . . . . 88-2 82:2 — — — —
Prolin , . . . .. 20-0 12°4 — — — —
228 14-8 — — — —
Histidin . ., . . . 42'5 355 648 410 67-9 403
43-4 32°5 — — — —

Die Tabelle zeigt zunichst, da die Aminosiuren gegen
das angewandte Oxydationsverfahren betrichtliche Resistenz
aufweisen; selbst bei achtstiindigem Erhitzen auf dem Wasser-
bad nihert sich der Hehner-Wert nur allméhlich dem Wert 100.
Von den aliphatischen Aminosiiuren ist dies am ehesten bei der
Asparaginsaure der Fall. Sehr leicht (schon nach 2 Stun-
den) geht die Verbrennung beim Tyrosin und Trypto-
phan vonstatten, was mit den Erfahrungen von Harries
und Langheld (L e.) bei der Ozonbehandlung iibereinstimmt.
Das wichtigste Ergebnis aber scheint uns aus dem Vergleich
zwisechen den Hehner- und Kjeldahl-Werten
hervorzugehen.

Wir koénnen nimlich (im zweistiindigen Versuch) drei
Gruppen bei den Aminosiuren unterscheiden. Bei der ersten
sind die beiden Werte ungefdhr gleich. Zu dieser Gruppe ge-
horen: Glykokoll, Leuzin, Asparaginsidure, Arginin, Zystin,
Tyrosin und Tryptophan. Wir miissen hier annehmen, daB, so-
bald die Aminosdure desaminiert ist, die nun zunéchst ent--
stehende Verbindung: Aldehyd, Siure (Oxysiure und Dikarbon-
siure) sehr leicht wverbrennlich ist. Da das Ansteigen der
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Hehner-Werte auf die Dauer des Erhitzens die Bildung be-
trichtlicher Mengen fliichtiger Produkte, wie Aldehyd (s. weiter
vnten), die aus dem Gemisch hitten entweichen koénnen, un-
wahrscheinlich macht, muBten wir unser Augenmerk besonders
auf Fettsiduren richten, deren Verhalten bei unserer Ver-
stuchsanordnung zu studieren war.

Die zweite Gruppe umfaffit Alanin, Valin und Glutamin-
siure; hier muBten nicht nur die intakte Aminosiure, sondern
auch die nach Desaminierung entstandenen Stoffe der Oxyda-
tion erheblichen Widerstand leisten, was in dem Voraneilen
der Kjeldahl-Werte gegeniiber den Hehner-Werten seinen Aus-
druck findet. Wihrend dies beim V alin noch wenig ausgeprigt
ist und hier die desaminierte Verbindung mit der Zeit fort-
schreitend oxydiert wird, ist dies bei der Glutaminsiure schon
bedeutend weniger der Fall, wihrend beim Alanin der
Hehner-Wert direkt stehenbleibt, was auf das Entstehen
einer unverbrennlichen Verbindung hinweist. Das Phenyl-
alanin nimmt als zyklische Aminosiure mit Alanin als
Seitenkette hier eine Stelle zwischen den Gruppen 1 und 2
ein; der Kjeldahl-Wert geht voraus, doch wird die Oxydation
mit der Zeit eine vollstindige, jedenfalls wird die zuniichst
entstehende Benzoesiure (s. Tab. IL., 8) angegriffen (s. unten!);
die vollige Verbrennung des T'yrosins entspricht demgegen-
iitber dem Verhalten des Phenols gegeniiber Benzol (Tab. II).

In der dritten Gruppe ist der Wert nach Hehner héher
als der Kjeldahl-Wert, es muB also die Oxydation einsetzen,
ohne daB vorher oder gleichzeitig der Stickstoff abgespalten
wird, bzw. es werden im Oxydationsgemisch schwer oxydable
N-haltige Verbindungen zuriickbleiben. Zu dieser Gruppe ge-
horen vor allem Prolin und Histidin; in beiden Stoffen
ist der Stickstoff im K er n enthalten und die Moglichkeit einer
Oxydation ohne gleichzeitige Abspaltung des Stickstoffes als
NH, gegeben. Beim Histidin richtet sich das Verhalten nach
dem des Imidazolkerns, an dem sowohl Resistenz wie das
Vorangehen des Hehner-Wertes beobachtet wird (s. Tab. IL, 11),
wiahrend die Zugehorigkeit des Tryptophans zur ersten
Gruppe trotz des N im Indolkern mit der leichten
Oxydierbarkeit des Indols (s. Tab. II, 9) zusammenhingen
muB. — Schwerer deutbar ist das Verhalten des Lysins, das
bei lingerem FHrhitzen auch einen hiheren Wert nach
Hehner gegeniiber dem Kjeldahl-Wert zeigt. Hier mufl die
e-standige NH,-Gruppe eine Rolle spielen, doch lassen sich die
sehr komplizierten Verhiltnisse bei der Oxydation hier™ wie
beim Arginin nicht ohne weiteres iibersehen. Awuch beim
Glykokoll treten auffallenderweise (bei Versuchen ohne
RiickfluBkiihler) Werte (in der Tab. III nicht angefiihrt) ent-

1 Vgl. H. Ziekgraf (Ber. D. ch. G. 35, 1902, S. 3301), der Lysin mit Barium-
permanganat oxydierte.
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sprechend der dritten Gruppe auf. d. h. es miiliten N—haltige:
fliichtige Stoffe entstanden sein (vgl. hiezu Dakin, L c, J. of
biol. Chem. 7, 175, S. 6).

IV.

Tm Gegensatz zu den noch nicht ganz iibersehbaren Ver-
hiltnissen in Gruppe 3 erschien es notwendig und moglich, das
unterschiedliche Verhalten der ersten und zweiten Gruppe auf-
zukliren, und zu diesem Zweck wurden nunmehr die folgenden
ein-undzweibasischenFettsduren (bzw. Oxysiuren)
auf ihre Hehner-Werte (Proz. der Totaloxydation bei zweistiindi-
ger Wasserbadbehandlung) untersucht,

Uber Fettsidureoxydation besteht eine sehr umfangreiche Literatur;
die #ltere ist bei Cochenhausen® und Margulies®® zu finden.
Letzterer erhielt bei KMnO.,-Oxydation in saurer Losung aus Propion-
séure, Buttersiure und Heptylsiure als Hauptprodukt Essigsdure (8. unten);
mit Hz0: behandelte Dakin?* diverse Fettsduren und studierte die
zahlreichen Abbauprodukte; der Chromschwefelsdure als Oxy-
dationsmittel bediente sich Polonovsky? und betont das AbreiBen
der Kohlenstoftkette durch p-Oxydation. ’

Tabelle 4 (Zweistundenversuche).

Nr. Name g Nr. Name Iﬂ;

1. Essigsiure . . . . . . . . <1 13. Oxalsgure . . . . . 98-0, 98-5
2. Propionsiiure . . . . . . . . 11 14. Malonsgure . 99-8, 100-5
3. n. Buftersiure . . . . . . . 58 15. Bernsteinsgure . . . 1-2, 1-1
4. n. Valeriansdure . . . . . . 67 16. Glutarsiure . 10, 14
5. Isovaleriansdure . . . . . . . 65 17. Sebazinsiure . . . . 40-0, 39-5
6. n, Kapronsdure ., . . . . . ., b7

7. n. Heptylsiure . . . . . . . 35 18 Milchsgure. . . . . 39-8, 40-5
8. n. Kaprylsdure . . . . . .. 31 19. g-Oxybuttersaure . . 600, 620
9. n. Pelargousiure . . . . . . 18 20. Apfelsture . . . . . 83:0, 85-7
10. n. Kaprinsdure . . . . . . . 13 21. Weinsiure . . . . . 95-5, 95-8
11. n. Palmitinsiure . . . . ., <1

12. n. Stearinsiure . . . . . . <1

Zunidchst sei das Ansteigen der Oxydationswerte bei den
einbasischen Fettsduren von der unverbrennlichen Issigsdure
bis zur Valeriansiure und der sodann eintretende Abfall bis
zur wieder HuBerst resistenten Palmitinsiure und Stearin-
siure hervorgehoben. Von den zweibasischen Siuren zeigen
Oxalsiiure und Malonsiure véllige Oxydierbarkeit, Bernstein-
siure und Glutarsdure vollige Unverbrennlichkeit; bei den
héheren Homolgen scheinen durch Reifien der C-Kette Glieder
von verschiedener Resistenz zu entstehen,

2 F, v, Cochenhausen, J. prakt. Chem. 58, S. 451; behandelt speziell die
Oxydation von Ketonen zu Fettsduren.

3 R. Margulies, Monatsh. Chem. 15, 1894, 8. 273, bzw. Sitzb. Ak. Wiss. Wien
(IIb), 103, 1894, S. 273.

# H. D.Dakin, J. of biol. Chem. 4, 1907/1908, S. 77, 90, 227; 5, 1908, S.173.

5 M.Polonovsky, Compt. rend. 178, 8. 576 (zit. n. Chem. Centr. 1924, I, 8. 1765).
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Wenn wir nun unsere Erfahrungen aus Tabelle IV auf die
in Tabelle IIT gewonnenen Zahlen anwenden, lassen sich fol-
gende Schliisse ziehen:

1. Glykokoll. Als Hauptprodukt der Oxydation kann
hier Oxalsiure angesehen werden (Dakin, L c., findet auch
Glyoxylsiiure); da Oxalsiure leicht und vollstindig verbrennt,
kann der Hehner-Wert hinter dem Wert fiir die Desaminierung
nicht wesentlich zuriickbleiben; daB mitunter umgekehrt der
Hehner-Wert vorangeht, wurde schon besprochen,

2. Leuzin wurde oben auch zur Gruppe 1 gerechnet, ob-
wohl der Kjeldahl-Wert den Wert nach Hehner stets etwas
iibersteigt. Es kann sich hier Isovaleriansdure (s. Dakin, 1. c.)
bilden, die nach Tab. IV von allen untersuchten einbasischen
Fettsiuren am besten (65%) verbrennt. Die Werte fiir Leuzin
liegen stets etwas hoher, als im folgenden berechnet, da die
Oxydation sicher nicht ausschlieBlich auf einem Wege verlduft.

Leuzin braucht zur Totaloxydation pro Mol 15 Atome Sauerstoff,
zur Bildung von Isovaleriansiure 2 Atome O; sind z. B. 75% des Leuzins
desaminiert worden, so wird zu deren Umwandlung in Isovaleriansiure
%/y5 des zur volligen Oxydation notigen O., i. e. 10%, benétigt; von den zur
Totaloxydation der Isovaleriansidure bendtigten 6% werden jedoch
(5. Tab. IV, 5) wieder nur 65%, i. e. zirka 42%, verbraucht. Der be-
rechnete O,-Verbrauch wire also 52%. .

3. Beim Valin ist die erwdahnte Erscheinung (das Voran-
eilen des Kjeldahl-Wertes) viel akzentuierter — zum mindesten
im zweistiindigen Versuch —, bei lingerer Dauer wird das Ver-
halten samtlicher Aminosiuren (auBer Alanin und Glutamin-
siure) einander allmihlich immer zhnlicher. Wir haben daher
diese Aminosiure oben zur zweiten Gruppe gerechnet, obwohl
der Unterschied gegeniiber dem Leuzin nicht sehr erheblich ist.
Wir konnen als Oxydationsprodukt die Bildung von Iso-
buttersdure annehmen, die eben etwas schlechter ver-
brennt als Isovaleriansiure. Fiir die gefundenen und berech-
neten Werte gilt analog das unter 2. Gesagte.

Wihrend das Bild der Oxydation bei den Diaminosiduren
Arginin und Lysin (von letzterer war oben schon die
Rede) sich noch nicht deutlich iibersehen 14B8t, mufl

4. die besonders leicht verbrennende Asparaginsidure
nach Desaminierung zunichst Malonsdure bilden, und diese
Verbindung verbrennt (nmach Tab. 1V, 14) glatt. Hehner- und
Kjeldahl-Werte miissen daher ungefibr gleich sein (auch
Dakin,l e, weist auf Entstehung und Zerfall der Malonsdure
bei der Oxydation der Asparaginsiure hin).

5, Die Glutaminsidure zeigt, wie erwihnt, ein ganz
anderes Verhalten. Hier bildet sich bei der Oxydation (s. wieder
Dakin,l e) als nicht fliichtiges Produkt Bernsteinsiure;
diese ist aber unter den obigen Versuclisbedingungen
(s. auch weiter unten) véllig resistent. Wir sehen nun bei der
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Glutaminsiure tatsiichlich ein starkes Zuriickbleiben des
Hehner-Wertes und sehr hohe, fast vollstindige Desaminierung,.

6. Als Hauptrepriasentant der Gruppe 2 (neben Glutamin-
sidure) erscheint das Alanin. Hier entsteht bei der Oxydation
in der Hauptsache Kissigsidure, die sich nach Tab. IV als
vollig unverbrennlich erweist®. s bleibt beim Alanin denn
auch der Hehner-Wert hinter dem Kjeldahl-Wert betrichtlich
zuritck, was sich bei lingerem Erhitzen nicht #ndert.

1 Mol Alanin braucht 6 At, O zur totalen Verbrennung, 2 At. O zur
Essigsiurebildung; von den desaminierten z. B. 75% sollen s, i. e. 25%,
des Totalsauerstoffverbrauches konsumiert werden, bei 81% Desaminie-
rung: 27%; die gefundenen Werte sind nur wenig héher (239%).

Bemerkenswert ist, da beim Alaninanhydrid die
Spannung zwischen den beiden Werten besteht, jedoch beide
Werte deutlich hoher liegen. Es ist die Frage, ob hier die Oxy-
dation auf unbekannten Wegen der Hydrolyse zu Alanin voran-
geht?

V.

Um unsere Anschauungen vom Oxydationsverlauf bei den
Aminoséiuren zu prizisieren, haben wir 1. einige Oxydationen
mit Hilfe des Gemisches nach Beckmann (enthaltend
20% K,Cr,0, 4+ 17% H,S0,) durchgefiihrt. Dieses Gemisch wurde
von Kollmann?® im hiesigen Institut zur quantitativen Be-
stimmung von Phenylalanin beniitzt; bei seiner Ver-
suchsanordnung (Kochen am Drahtnetz und RiickfluBkiihler)
wird das Phenylalanin vollig zu Benzoesidure oxydiert. Bei der
Untersuchung von Kasein ergab sich véllige Desaminierung,
wihrend der Oxydationswert betrichtlich hinter dem fiir die
vollstindige Verbrennung erforderlichen zuriickblieb.

Unsere Versuche ergaben die folgenden Oxydationswerte
in Prozenten der Totaloxydation:

Tabelle 5.
Dauer des Glykokoll Alanin Leuzin Glutamins.
Kochens in Prozenten
5 St. 80 33 43 70
8 ., — 32-5 — 5 .
Essigs. Propions. Butters. Valerians. Isovalerians.
5., <1 . 15 18 23 24
Kaprons. Kapryls. Oxals. Bernsteins.
5, 21 17 98-6 a7

Die Oxydationskurve der Fettsiuren verliuft also ebenso
wie in Tab. IV mit Valeriansiure als Hohepunkt, nur sind die
erreichten Werte viel niedriger. — Bei Glykokoll ist der
Oxydationswert dem Hehner-Wert ziemlich gleich; beim
Alanin wird die entstehende Essigsiure auch hier, wie

1% Eine Oxydation von Hssigsiure durch H:0: geben neuerdings K. Ber n-

hauer u. J. Nistler an. Biochem. Ztschr. 205, 1928, S. 230.
17 G. Kollmann, Biochem. Ztschr. 194, 1927, S.1.
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man sieht, nicht angegriffen. Der Wert bei der Glutamin-
siure ist auffallend hoch, was dadurch erklirt wird, daB hier
(s. Tab, V) die Bernsteinsiure betrichtlich oxydiert
wird,. Was wiederum den niedrigen Oxydationswert beim
Leuzin betrifft, so hingt er mit dem niedrigeren Wert fur
Isovalerlansaure Zusammen,

Es wurden 2. zum Nachweis der Oxydationsprodukte
Wasserdampfdestillationen ausgefiihrt. Dabei wurde
die betreffende Aminosiure nach Hehner durch zwei Stunden
am Wasserbad oxydiert und dann durch viele Stunden Wasser-
dampf durchgeleitet, bis das Destillat nur noch ganz schwach
sauer itiberging. Dabei wurden natiirlich die Versuchsbedingun-
gen im Vergleich zu den obigen Bestimmungen betrichtlich
verschoben, da sich an das zweistiindige Krhitzen noch ein viel-
stiindiges Kochen anschloB. Es waren demnach Verinderungen
in den Oxydationsprodukten, bzw. Verschiebung nach dén End-
produkten zu erwarten (vgl. Margulies, L. ¢.).

a) Beim Glykokoll konnte dabel erwartungsgemif ein Oxyda-
tionsprodukt nicht gefaBt werden, es gingen nur geringe Mengen Siure
(wahrscheinlich Ameisensdure) iiber.

b) Bei Alanin wurde aus 7Tg Substanz im Destillat eine Siure
titriert, die durch ihr Silbersalz als 4-2 ¢ Essigsiure identifiziert wurde
(65-2% Ag statt 642% ber.); die theoretische Menge Essigsiure aus 7 g
Alanin betrigt: 476 g.

¢) Valin lieferte im Destillat eine Siure und etwas Aldehyd, der
nach dem Neutralisieren abdestilliert wurde, so dal er die Ag-Bestimmung
nicht stéren konnte. Dieselbe ergab 67—68% Ag, also (etwas zu hoch fiir)
Essigsdure. Die nach unseren obigen Annahmen zuerst entstehende Butter-
siure war durch die energische, lang andauernde Oxydation unter Kochen
in Essigsiure weiterverwandelt worden.

d) Das gleiche geschieht beim Leuzin. Neben etwas Aldehyd, der
entfernt wurde, konnte Essigsiure 'identifiziert werden (etwas mehr als
1 Mol pro Mol Leuzin).

e) Beim Phenylalanin wurde nach Vertreiben von Spuren Al-
dehyd durch Ansiuren Benzoesidure gefillt. Im Filtrat derselben war
eine flichtige Siure nachzuweisen; die am Wasserbad noch nicht zerstorte
Benzoesiure geht beim Kochen offenbar vor weiterer Oxydation tiber.

T) Bei der Glutaminsdure schlieflich ging, wie zu erwarten,
nichts Wesentliches iiber. Der Destillationsriickstand wurde im Apparat
von Schacherl mit Ather wiederholt extrahiert; nach Entfernen aller
Verunreinigungen blieben Nadeln vom Smp. 182° der Bernsteinsdure
zuriick,

VL

Der durch den Vergleich der Hehner- und der Kjeldahl-
Werte erlangte Uberblick iiber die Oxydation der Aminosiuren
nach dem Verfahren von Hehner machte es verfockend, dieses
Verfahren auch auf EiweiBkorper anzuwenden. Man
konnte daran denken, daf je nach der Zusammensetzung des
betreffenden Proteins an bestimmten Aminosiuren die Hehner-
mnd Kjeldahl-Werte ungefihr gleich oder voneinander ver-
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schieden sein wiirden. Bei einem an Alanin und Glutamin-
siure besonders reichen Protein, wie z B. Zein, konnte man
ein deutliches Voraneilen der Xjeldahl-Werte erwarten usw. Es
sei gleich bemerkt, daB bei den folgenden Zweistundenversuchen
solche Unterschiede nicht zutage traten.

Tabelle 6 (Bezeichnungen wie in Tab. 3).
Hehner-Wert Kjeldahl-Wert

% %
1. Ovalbumin . { giig ggg
2. Serumalbumin e e e e e { g%g ggg
3. Kasein . . . . . . . . . . . ... 605 10'0
4. Gelatine . . . . . . . . . . .. .. { igg 52%
5. Zein . . . . . . . . .. 0. 50°5 62-2

Es wurden auBlerdem noch Blutfibrin, Seiden-
fibroin und Keratin (aus Hornspinen) untersucht und in
allen Fillen */,—'/, der beniitzten Menge desaminiert, wobei der
Hehner-Wert stets etwas zuriickbleibt. Auch beim Zein tritt
die Differenz nicht auffillig hervor.

Die oben beschriebenen Destillationsversuche hatten ferner
gezeigt, daB bei simtlichen Aminosiuren bei lingerer Wasser-
dampfdestillation nach vorhergegangener Oxydation nach
Hehner als flichtiges Produkt neben geringen Aldehyd-
mengen nur Kssigsdure auftritt. Man konnte sich fragen,
wieviel Essigsiure beimaximaler Oxydation nach Hehner
aus einem EiweiBkorper zu erhalten ist.

10 ¢ Kasein (Hammarsten) wurden mit einer Hehner-Mischung (ent-
haltend 178:95 g K2Cr,07, 1440 ¢m3 konz, Ho804 und 2400 cm® H,0) auf dem
Wasserbad erhitzt.

Eine nach 58t. entnommene w. titr. Probe v. 20¢m?® ergab einen Hehnerwert v.73+8 9
» » 10, » » » s n » » wBo,

= ’
» » 10 » » ”» » » o» » » » 75 »

Die Oxydation war also nach 5 Stunden praktisch vollendet
und iiberschritt nicht */, der zur Totaloxydation des vorhandenen
Hiweil notigen Sauerstoffmenge. Die Wasserdampfdestillation
lieferte eine Siure, von der ein Silbersalz bereitet wurde, das
ca 11 g Essigsiiure entsprach. Die aus dem Alanin des Kaseins
erhiltliche Menge ist betrichtlich geringer (ca. 0-12 9), so daB
auch beim Eiweifl offenbar andere Aminosiuren (Leuzin, Iso-
leuzin usw.) bei der Oxydation Essigsiure liefern miissen.

Zusammenfassung,

Um den oxydativen Abbau von physiologisch wichtigen
Stoffen zu studieren, wurde das Verfahren von Hehner (fur
Glyzerinbestimmung) angewendet. Ks ergab sich:
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1. Die untersuchten N-freien Stoffe der Kohlehydrat-
gruppe und das Glukosamin werden vollstindig oxydiert, die
hexosediphosphorsauren Salze nur zu */,—?/, angegriffen, Bei
den N-haltigen Substanzen (auBer dem Glukosamin) bleibt die
Oxydation unvollstandig (Tab. I). ‘

2. Um die vorliegenden GesetzmiBigkeiten besser kennen-
zulernen, wurden zunichst einige zyklische Verbindungen
von bekannter Zusammensetzung untersucht (Tab. IT) und dann

3. die Aminosduren betrachtet (Tab. ITI). Hier wurde be-
sonders das Fortschreiten der Oxydation (Hehnezx-
Wert) mit dem der Desaminierung (Kjeldahl-
Wert) verglichen. Von diesem Gesichtspunkt ergab sich
eine Kinteilung der Aminosiuren in drei Gruppen, u. zw. eine
Gruppe, wo die beiden genannten Werte ungefihr gleich sind;
eine zweite, wo der Kjeldahl-Wert dem Hehner-Wert betriacht-
lich voraneilt (Alanin, Glutaminsiure, minder deuflich Valin),
und eine dritte, wo umgekehrt der Kjeldahl-Wert zuriickbleibt,
da hier die Moglichkeit einer Oxydation ohne vorhergehende
oder gleichzeitige Stickstoffabspaltung gegeben ist (Histidin
und Prolin, bei lingerer Versuchsdauer Lysin). — Das Ver-
halten der Gruppen 1 und 2 muB sich nach den Eigenschaften
der entstehenden Zwischenprodukte richten. Bei der ersten
miissen mehr oder minder leicht verbrennliche (wie Oxalsiure,
Malonséure, Isovaleriansiure) entstehen; bei der zweiten schwer
verbrennliche (wie Bernsteinsiure) und unverbrennliche (wie
Essigsiure). Das Auftreten dieser einzelnen Produkte bei der
Oxydation mit H,0,, NaGCl usw. wurde schon von Dakin,
Langheld usw. konstatiert.

4. Uber die Eigenschaften dieser Zwischenprodukte der
Hehner-Oxydation gibt Tab. IV Auskunft. Die Diskussion der
Tab. IIT im Lichte der Erfahrungen aus Tab. IV zeigt auch an
Hand einfacher Berechnungen die Berechtigung der unter 8.
erwihnten Einteilung sowie der Annahmen iiber das Auftreten
von Zwischenprodukten.

5, Die Durchfiihrung einiger Versuche mit dem Beck-
m annschen Oxydationsgemisch mnach dem Verfahren +von
Kollmann zeigt ein analoges Verhalten der untersuchten
Substanzen wie nach dem Hehner-Verfahren.

6. Die an die Hehner-Oxydation angeschlossene Wasser-
dampfdestillation fiihrt gleich zu den Endprodukten; als fliich-
tiges Oxydationsprodukt wurde bei Alanin, Valin und Leuzin
nur Essigsdure (neben etwas Aldehyd) festgestellt, beim
Phenylalanin Benzoesdure als Hauptprodukt; bei Glyko-
koll und Glutaminstiure fand sich, wie zu erwarten, kein fliich-
tiges Produkt, wohl aber bei der letzteren Verbindung: Bern-
steinsdure im Destillationsriickstand.
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7. Versuche, die bei den Aminosduren gewonnenen Kr-
fahrungen auch an Eiweifl zu erproben, ergaben (Tab. VI)
keine Unterschiede, die auf die EiweiBzusammensetzung
hitten zuriickgefiihrt werden konnen; es wurde stets /,—?/, der
beniitzten Menge desaminiert, wobei der Hehner-Wert nur
m#Big zuriickblieb. Beim Kasein ist die Oxydation schon nach
5 Stunden maximal und erreicht 3/, des zur totalen Oxydation
berechneten Wertes; die bei Wasserdampfdestillation iiber-
gehende Hssigsiure kann nicht nur aus dem Alanin, sondern
muf3 auch aus dem Leuzin, Isolenzin usw. stamrmen,



