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Es wird die Darstellung des Ba-Salzes eines durch ersch6p- 
fende tryptische Verdauung aus reinem p-Casein erhaltenen 
Phosphopeptons beschrieben. Die Arninos~turenanalyse ergab: 
AspaThrlSer3GlusVallLeulIleu~Alal Methl. AuBerdem sind 3 Mo- 
lekfile H3PO4 gebunden, deren I-Iydro]ysenkonstante zu 0,82.10 -3 
bestimmt wurde. Welters konnte naehgewiesen werden, dab pro 
Molekiil Pepton 1 Atom Fe in komplex gebundener Form vorliegt. 
Das Motekulargewicht wurde zu 3130 berechnet. 

Die nach dem Vorschlag yon t~ iming ton  und K a y  1 durch Trypsin 
nicht weiter angreifbaren, phosphorh~ltigen Abbauprodukte  des Caseins 
( ,Phosphopeptone")  verdienen u. E. besondere Aufmerksamkeit,  da sie 
dem kindlichen Organismus die fiir den Aufbau wichtigen Elemente Ca, P 
und, wie wir sehen werden, auch Fe in besonders leicht aufnehmbarer 
Form zufiihren. O. M e l l a n d e r  ~ hat  gezeigt, dab die Ca-Salze der Phospho- 
peptone sehr leicht in Wasser 15slich sind und das Ca nicht in ionisierter 
Form enthalten. 

In  einer vorangegangenen Arbeit  8 haben wir aus reinem ~-Casein ein 
Phosphopepton dargestellt und auf Grund verschiedenster Analysenergeb- 
nisse das mutmaBliehe MG bereehnet. Es tag auf der Hand, dab Phospho- 
peptone der einze]nen Caseinfraktionen Unterschiede in der Zusammen- 
setzung aufweisen. Wir haben desha]b Phosphopeptone aus reinem ~-Ca- 

1 C. R im ing ton  und H. D. K a y ,  Biochem. J. 20, 777 (1926). 
2 0 .  Mellander,  Upsala L~karefSren. FSrhandl. 52, 107 (1947). 
3 M .  Pant l i tschko und E.  Gri~ndig, Mh. Chem. 89, 274 (1958). 
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sein dargestellt und bringen in dieser Arbeit die auf Grund yon papier- 
und s~tulenehromatographisehen Analysen ermittelte Zusammensetzung. 
In einer sp~iteren Arbeit werden wir aueh fiber die Zusammensetzung des 
Phosphopeptons des 7-Caseins beriehten. 

M e t h o d i s c h e s  

A1s AusgangsmateriM verwendeten wir Casein nach Hammarsten. Zur 
Isolierung Ton reinem ~-Casein ist e s vortei]haft, aus dem Gemiseh der 
einzelnen Komponenten zuerst das 7-Casein Zu entfernen, da eine nach- 
tr~gliche Trennung V0n ~- und y-Casein nur unter grogen Sehwierigkeiten 
mSglich ist. Wir extrahierten das Ausgangsmaterial 4--6real mit etwa 80 ~ 
warmem, 60~oigem Alkohol, bis die Hauptmenge des 7-Caseins entfernt 
war, und troekneten das verbliebene Gemisch yon ~- und ~-Casein. Zur Ge- 
winnung des reinen ~-Caseins bew~hrte sich am besten die Methode yon 
Hipp  und Mitarb3, die auf der verschiedenen LSs]ichkeit der Casein- 
fraktionen in Harnstoff-Wassermischungen bestimmter Konzentration 
beruht. Die Einheitlichkeit des isolierten ~-Caseins wurde mit dem Mikro- 
Elektrophoreseapparat naeh Antweiler fiberprfift (25 mA, 45 V, 20 Min.). 

Die D~rstellung des Ba-Salzesdes Phosphopeptons erfolgte durch er- 
schSpfenden Abbau mit hande]sfiblichem Trypsin bei 37~ ohne voran- 
gegangene Pepsinverdauung. Die Isolierung und Reinigung als Barium- 
salz haben wir s ausffihrlieh bei der Darstellung des Peptons aus dem 
~-Casein beschrieben. 

Das Bariumsalz ist ein leieht gelb gef~rbtes hygroskopisches Pu]ver, 
das sich in Wasser mit gelber Farbe 16st. 

Folgende Analysen wurden durchgeffihrt: 

1. prfifung auf Einheitlichkeit im elektrischen Feld (Ionenst~rke 0,2, 
pH = 7,2, Phosphatpuffer 0,02 m, NaC1 0,18 m; Mikroelektrophoreseappa- 
rat  naeh Antweiler). 

2. Die Analyse des naeh Glfihen bei 1000 ~ bis zur Gewichtskonstanz 
erhaltenen Rfickstandes ergab die Anwesenheit yon Bariumpyrophosphat 
und Eisen(III)oxyd. 

3. Stickstoffbestimmungen wurden nach K]eldahl und nach Dumas 
durchgeffihrt. 

4. Der Gesamtphosphor :wurde nach Lohmann und Jendrassi]c 5, an- 

organisches Phosphat bzw. die bei der Hydrolyse mit NaOH in Freiheit 
gesetzte Phosphorsaure nach  Lowry und Lopez ~ bestimmt. 

4 N. J. Hipp, M. L. Groves, J. H. Custer und T. L. MacMeekin, J. Dairy 
Sci. 38, 272 (1952)~ 

5 K. Lohmann und L. Jendrassik, Bi0chem. Z. 178, 419 (1.926). 
6 0 .  H. Lowry und J. A.  Lopez, J. Biol. Chem. 152, 421 {t946). 
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5. Der Eisengehalt wurde naeh C. B .  Laure l l  7 mit Hilfe der Farb- 
reaktion mit o-Phenanthrolin ermittelt. 

Ffir die im folgenden beschriebenen Analysen wurde die fiber P205 
getroeknete Substanz in zugeschmolzenem Glasr5hrchen ] 6 S t d m  bei 
110 ~ C mit 6 n HC1 erhitzt, nachdem die Luft durch N2 verdr~ngt worden 
war. Das Hydrolysa~ wurde zur Troekene verdampft und der in Wasser 
unlSsliche Rfickstand in 0,1 n HC1 aufgenommen. Diese L5sung diente 
zu fo]genden Bestimmungen: 

6. Aminos~urenstickstoff nach der Carboxyl-C-Methode nach van  

S l yke  und Mitarb. s 

7. Amidstickstoff nach C o n w a y  9. 

8. QuMitativer Nachweis der vorhandenen Aminos~uren nach Fischer  

und DSr]el 1~ mit gepufferten Verteilungsmedien nach M c F a r r e n  11. Ffir 
den Nachweis des Methionins neben Valin, Leucin und Isoleuein verwen- 
deten wir das L5sungsmittelgemisch nach Boi s sonas  12. 

9. Quantitative Aminos~urenzusammensetzung nach Moore  und 
S te in  13 an Ionenaustausehers~ulen Dowex 50-X 8. Die quantitative Be- 
stimmung der eluierten Aminos~uren ffihrten wir in derselben Weise 
durch, wie wir sie bei der Analyse des Peptons aus ~-Casein angewendet 
haben 3. 

E r g e b n i s s e  

Das zum erschSpfenden tryptisehen Abbau verwendete ~-Casein aus 
Kuhmilch zeigte folgende Analysenwerte: 

P : 0,56%, N = 15,28%, N : P  = 60,4:1 
(Lit.~a: P = 0,55%, N = 15,39) 

Die Bestimmung der elektr0phoretisehen Wanderungsgeschwindigkeit 
ergab den Wert yon u = 2,91 �9 10 -5 em 2 Volt -1 sec -1 (Lit.la: 3,0 �9 10 -5) 
bei folgenden Bedingungen: 4 ~ C, ~ ~ 0,2, pI-I = 7,2. 

Wie man aus der naehstehenden Abb. 1 entnehmen kann, ist das 
~-Casein elektrophoretiseh einheitlich, jedoeh konnten wir ebenso wie 
S u l l i v a n  und Mitarb. 15 feststellen, dag bei der Untersuehung in der Ultra- 

7 C. B.  Laurell ,  Acts physiol. Seandin. 14, Suppl. 46 (19t7). 
s D . D .  van Slyke,  R . T .  Dillon,  D . A .  M a e F a d y e n  und P.  Hami l ton ,  

J. biol. Chem. 141, 627 (1941). 
E. J .  Conway und E.  O'lV~alley, Bioehern. J. 36, 655 (I942). 

lo F .  G. Fischer  und H. DSrfel, Bioehena. Z. 324, 544 (1953). 
11 E.  F .  M c F a r r e n  und J .  A .  Mi l l s ,  Anal. Chem. 24, 650 (1952). 
12 F.  A .  Boissonas,  I-Ielv. China. Acts 33, 1966 (1950). 
~ S. Moore tnad W. H.  Stein ,  J. biol. Chem. 192, 663 (1951). 
1~ R.  U. Warner,  J.  Arner. Chem. Soe. 66, 1725 (1944). 
15 R.  A .  Sul l ivan ,  M .  M .  Fi tzpatr ick ,  E .  K .  Stanton,  R.  A n n i n o ,  G. Kisse l  

und F. Palermit i ,  Arch. Bioehena. Biophys. 55, 455 (1953). 
Monatshefte ffir Chemic, Bd. 89/4--5 33 
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zentr ifuge un te r  den gleiehen Bedingungen 2 F rak t i onen  naehweisbar  
sind (siehe Abb.  2), wobei der  H a u p t a n t e i l  eine $2o = 8 , 1 3 . 1 0  - i s  und  

die zu e twa 20% vor- 
l iegende niedrig moleku-  
lare F r a k t i o n  ein $2o = 
= 1,43 �9 10 -13 aufweist.  

Sullivan und Mitarb.  ~5 
geben ffir die H a u p t -  
komponen te  in Phospha t -  
puffer (pI-i = 6,96), ~ = 
0,2, die W e r t e  fiir $20 = 
= 9 ,17 .  10 -13 und  die 

Nebenkomponen te  $2o = 
= 1 , 3 6 . 1 0  -13 an. Ob es 
sieh dabei  um reversible  

Abb. 1. Descend. pat terns ,  F-Casein; Phosphatpnffer  pI:i = 
7,2, lonenstiirke 0,2 Dissoziationsstufen han- 

delt, l~l~t sieh nieht mit 
Sieherheit  behaupten .  Bemer-  
kenswer t  is t  such  die Tatsache,  
dab das ~-Casein etwa 0,5% Fe 
in komplex gebundener Form 
enth/~It, w/~hrend die ~- und 7- 
Caseinfraktionen nahezu eisen- 
frei sind, jedenfalls  nur  Wer t e  
mn 0,01% aufwiesen. Wie  orien- 

Abb. 2. Sedimenta t ionskurvc  yon ,%Casein, Phos- t i e rende  Versuehe zeigten, ist  
phatpuffer  p~ = 7,2, Ionenst i i rke 0,2, 100 Nin. ,  

56 ~00 g ~-Casein imstande,  wesentl ieh 
mehr  Eisen komplex  
zu b inden als die bei- 
den anderen  Kom-  
ponenten.  Das soll 
den Gegens t and  einer 
eigenen Untersu-  
ehung bilden. 

Aus dem oben be- 
sehriebenen ~-Casein 
s tel l ten wir drei  ver- 
sehiedene Pr~para t i -  

- - -  onen des Ba-Salzes  
Abb. 3. Descend. pat terns ,  Pepton aus F-Casein, Phosphatpuffcr  d e s  Phosphopep tons  

p i t  = 7,2, Ionens tg rke  0,2 
her, die in ihrer  quali- 

t a t i ven  und quan t i t a t i ven  Zusammense tzung  ident isch waren. Abb.  3 
zeigt, dab  das isolierte Ba-Sa]z des Phosphopeptons  frei von hSher mole- 
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kularen Anteilen ist. Niedriger molekulare Bestandteile sind u .E .  mit  
dieser Methode wegen der hohen Diffusionsgeschwindigkeit nieht naeh- 
weisbar. 

In  Tabelle 1 sind die Analysenergebnisse (Mittelwerte) zus~mmenge- 
faint und mit den AnMysenwerten des Trypsin-~-Peptons vergliehen. 

Tabe l l e  1 

Pepton 
a~s 

Glfih- I Phosphor 
rfick- i Gesamt aus 
stand : anorg. Gliih- 

rfick- 

24,4 Casein , 

Ba Gesamf-' I [ aus Amino-, Amid- Sehwe- 
Gltih- [ AeetyI Fe N : P 
riick- fel 
stand StJckstoff 

16,40[' 9,21 8,18 0,99 0,96 i 2,52 - -  5,5:1 

i 
13,40:10,86 9,30 1,36 1,05 1,86 8,0:1 

Man kann daraus entnehmen, dab die BariumsMze des Phosphopeptons 
frei yon anorganiseher VerunreinJgm~g sind. Wit kSnnen kein anorgani- 
sehes Phosphat  naehweisen und der aus dem giiekstand (abzfiglieh 
Fe203) bereehnete Phosphorgehalt s t immt mit dem Gesamtphosphor 
naeh nasser Veraschung fiberein: Weiters ist der hohe Eisengehalt und 
das Atomverh~ltnis N : P  beaehtenswert. 

Papierehromatographiseh konnten mit den im 3/[ethodisehen Teil 
angegebenen Steigmit~eln folgende 9 Aminos~uren naehgewiesen werden: 

0,,20 

#Z5 

0,10 

0,05 

700 200 
-pH=3,,~ ?7oc 

~-~ 

-.q 

,]00 ~00 $00 

o - - - ~ p H  = s 2~- yO~L " ~. 

Abb. 4. Nxtinktion pro 50 gI Eluat 

Asparaginsi~ure, Glutamins~ure, Threonin, Serin, Alanin, Valin, Leucin, 
Isoleuein nnd ?r Uber die quantitativen Verh/~ltnisse der Amino- 
s~uren gab uns die S~ulenchromat~ographie naeh Moore  und S te in  13 Auf- 
schlul3. Abb. 4 zeigt ein Austauschchromatogramm eines bei 110 ~ in 
6 n HC1 hydrolysierten Phosphopeptons aus p-Casein. 

Daraus bereehnen rich die in Tabelle 2 zusammengefaBten Ergebnisse. 
Aueh bier konnten wir eine sehr gute Ubereinstimmung des naeh s be- 

33* 
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stimmten Aminos~ure-N im Totulhydrolysat mit dem uus den getrennten 
Aminos~uren berechneten N-GehMt feststellen. Wir ziehen daraus den 
SehluB, dab es bei den yon uns gewi~hlten Hydrolysenbedingungen nur 
zu einer geringfiigigen ZerstSrung yon Aminos~uren kommt. Wir entneh- 
men duruus aber uueh, da wir bei versehiedenen Pr~purutionen nur ge- 
ringftigige Abweiehungen yon den ganzzahligen Verhaltnissen der Amino- 
s~uren feststellen konnten, dab unsere dargestellten Peptone frei yon 
niedrig molekuluren Verunreinigungen sind. 

Tabel le  2 

1~ol 
Aminos~iure x 10 -G ~Iol ~ Amino-N Aminoss 

pro Mol Pepton 

Asparagins~ture 4,68 65,5 3 

Glutaminsi~ure 12,55 175, 8 8 

Threonin 1,57 22,0 1 

Serin 4,84 67,8 3 

Alanin 1,53 21,4 1 

Valin 1,59 22,2 1 

Isoleucin 2,98 41,7 2 

Leuein t,54 21,6 1 

Methionin 1 1,57 22,0 

Die Bestimmung des ,,Amid-N" nach Conway ergab vor und nach der 
Hydrolyse den gleichen Weft yon 1,36%, so dug die Annuhme gereeht- 
fertigt erscheint, dab der Amid-N tutsiiehlich wgformierg im Pepton vor- 
liegt und nieht artifiziell dutch die Hydrolyse entstanden ist. Die Ge- 

.samtstiekstoffbestimmungen nach K]eldahl und nach D u m a s  ergaben 
10,86% ; die Summe des naeh s und s bestimmten N betr/igt 10,76~o, so dab 
uueh hier die iibliehen Fehlerbreiten nieht iibersehritten werden. 

Der Eisengehalt des Phosphopeptons aus ~-Cusein (Phosphopepton 
aus co-Casein ist eisenfrei!) ist iiberraschend hoeh und ergibt, dug gerade 
1 Atom Fe einem Mol Peptid entsprieht. Es liegt in der dreiwertigen Form 
komplex gebunden vo r. Das im Pepton gebundene Fe gibt keine l%hodanid- 
reuktion, kann abet in alkaliseher LSsung mit S-Ionen als Sulfid gef~llt 
werden. O. Mellander 16 hat bereits 1955 darauf hingewiesen, dug organi- 
sche Phosphorverbindungen aus Phosphorproteinen MetMlionen ehelat- 
urtig binden k6nnen. F.  Osterberg 17 hat die Metallbindungsf~higkeit yon 

16 O. Mellander, Nutrit. ~ev. 13, 191 (1955). 
i7 R.  Osterberg, Nature [London] 179, 476 (1957). 
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Phosphoserin untersucht und kommt  zu dem Schluft, daft diese Kompo- 
nente ffir die Chelatbindung yon Metallionen an Phosphopeptonen maft- 
geblich ist. Auf Grund der yon Biel ig  is referierten Arbeiten fiber die Bin- 
dung des Fe in peptidartigen Verbindungen kann man annehmen, daft 
auch in der oben beschriebenen Verbindung das Fe als FeO(Ott) vorliegt. 

Aus den vorliegenden Ana]ysenergebnissen kSnnen wir unter der Vor- 
aussetzung, daft das Pepton aus 21 Aminos~uren, 3 Amidgruppen, 3 Phos- 
phorsiiuregruppen, 3 Bariumatomen und einer FeO(OH)-Gruppe besteht, 
das Molekulargewicht zu 3130 berechnen. In  der Tabelle 3 bringen wir 
eine Gegenfiberstellung der unter obiger Annahme berechneten und der 
gefundenen Analysendaten. 

Tabe l l e  3 

I~  Schwe- % Ges~mt- Amino- A d- Phos- Eisen Barium phor fel 

gefunden 1,86 1,05 

berechnet 

10,86 9,30 

10,74 9,40 

1,36 13,40 2,96 
--I 

1,34 1t3,26 2,98 
I 

1,79 1,02 

Bei der Niederschrift dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis yon den 
Untersuchungen yon Peterson und Mitarb. 19, die sich ebenfalls mit  der 
Analyse eines Phosphopeptons, das dutch Verdauung yon reinem ~-Ca- 
sein mit  kristallisiertem Trypsin dargestellt wurde, befassen. Die oben ge- 
nannten Autoren kommen zu etwas anderen Ergebnissen als ~vir. LTber- 
einstimmend mit  ihnen finden abet  auch wir keine aromatisehen Amino- 
s~uren. Auf Grund der Bestimmung der Hydro]ysenkurve, die nach der 
Gleiehung einer monomolekularen l~eaktion verlguft, mfissen wir anneh- 
men, daft a]le in dem Pepton vorkommenden Phosphors~Lurereste gleich- 
artig gebunden sind. Die Versuche yon Per lma n  2~ lassen sieh aber durch 
die Tatsaehe, daft die Hydrolysenkonstante ffir die Abspaltung des Phos- 
phors in 0,02 n NaOH bei 37 ~ ffir g-Phosphopepton mit  38 �9 103 wesentlich 
gr5fter ist als ffir das ~-Phosphopepton mit 0,83.103, erkli~ren. Wir 
konnten in keinem unserer Papierchromatogramme Anhaltspunkte daffir 
finden, daft Prolin, Glykokoll und Arginin als Bestandteile unseres Pep- 
tons vorhanden sind. Dagegen konnten wir die Anwesenheit yon Schwefel 
nach Carius und yon Methionin sowohl papier- als aueh s~ulenchromato- 
graphiseh nachweisen. Daft die oben erw~hnten Autoren die Anwesenheit 
yon Fe nicht erw~hnen, l~tftt sich wahrscheinlich so erkli~ren, daft sie ihr 

is H.  J .  B id ig ,  Angew. Chem. 67, 731 (1955). 
~ R.  F .  Peterson, L .  W.  N a u m a n  nnd T. L .  McMeek in ,  J.  Amer. Chem. 

Soe. 80, 95 (1958). 
20 G. E.  Perlman, J. Amer. Chem. Soc. 74, 3191 (1952). 
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Pepton dutch saute S~ulenchromatographie von Barium und damit auch 
yon Fe befreiten. MSglicherweise kann durch die lange Einwirkungsdauer 
des Trypsins eine Abspaltung des Arginins eintreten, so dab unsere Peptone 
frei yon Arginin gefunden werden, Unsere Analysenergebnisse sprechen 
aber auch dafiir, dal3 trotz der langen Einwirkungsdauer hoch molekulare, 
trypsinresistente Bruchstiicke gebildet werden, die aus etwa 10 verschie- 
denen Aminos~uren bestehen k5nnen, wie durch O. M e l l a n d e r  und Ver- 

d ie t  21 bereits nachgewiesen wurde. Damit befinden wir uns im Gegensatz 
zu Peterson  und Mitarb., die annehmen, d~$ speziell durch kurzdauernde 
Einwirkung yon kristallisiertem Trypsin solche hShermolekulare Peptide 
entstehen kSnnen. Es ist auch anzunehmen, dab bei der Prfiftmg auf 
l~einheit durch die Elektrophorese die okkludierten niedrigmolekularen 
Bruchstficke nicht erfal3bar sind. 

21 O. Mel lander  und C. H.  Verdier, Acta Soc. Med. Upsal. 57, 218 (i952). 


