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Es wird die Darstellung des Ba-Salzes eines durch erschép-
fende tryptische Verdauung aus reinem B-Casein erhaltenen
Phosphopeptons beschrieben. Die Aminesdurenanalyse ergab:
AspsThriSersGlugValiLeu;TleusAla; Meth;. AuBerdem sind 3 Mo-
lekiile HgPO4 gebunden, deren Hydrolysenkonstante zu 0,82. 10—3
bestimmt wurde. Weiters konnte nachgewiesen werden, dafl pro
Molekiil Pepton 1 Atom Fe in komplex gebundener Form vorliegt.
Das Molekulargewicht wurde zu 3130 berechnet.

Die nach dem Vorschlag von Rimington und Kay! durch Trypsin
nicht weiter angreifbaren, phosphorhéltigen 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 zufithren. O. Mellander? hat gezeigt, dafl die Ca-Salze der Phospho-
peptone sehr leicht in Wasser 16slich sind und das Ca nicht in ionisierter
Form enthalten.

In einer vorangegangenen Arbeit® haben wir aus reinem «-Casein ein
Phosphopepton dargestellt und auf Grund verschiedenster Analysenergeb-
nisse das mutmaBliche MG berechnet. Es lag auf der Hand, dafl Phospho-
peptone der einzelnen Caseinfraktionen Unterschiede in der Zusammen-
setzung aufweisen. Wir haben deshalb Phosphopeptone aus reinem {-Ca-

1 (. Rimington und H. D. Kay, Biochem. J. 20, 777 (1926).
2 0. Mellander, Upsala Lékareféren. Forhandl. 52, 107 (1947).
3 M. Pantlitschko und E. Grindig, Mh. Chem. 89, 274 (1958).
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sein dargestellt und bringen in dieser Arbeit die auf Grund von papier-
und siulenchromatographischen Analysen ermittelte Zusammensetzung.
In einer spiteren Arbeit werden wir auch iber die Zusammensetzung des
Phosphopeptons des v-Caseins berichten.

Methodisches

Als Ausgangsmaterial verwendeten wir Casein nach Hammarsten. Zur
Isolierung von reinem (-Casein ist es vorteilhaft, aus dem Gemisch der
einzelnen Komponenten zuerst das +v-Casein Zu entfernen, da eine nach-
trigliche Trennung von §- und v-Casein nur unter groBen Schwierigkeiten
moglich ist. Wir extrahierten das Ausgangsmaterial 4—6mal mit etwa 80°
warmem, 609, igem Alkohol, bis die Hauptmenge des y-Caseins entfernt
war, und trockneten das verbliebene Gemisch von «- und $-Casein. Zur Ge-
winnung des reinen {3-Caseins bewshrte sich am besten’ die Methode von
Hipp und Mitarb.?, die auf der verschiedenen Léslichkeit der Casein-
fraktionen in Harnstoff-Wassermischungen bestimmter Konzentration
beruht. Die Einheitlichkeit des isolierten 3-Caseins wurde mit dem Mikro-
Elektrophoreseapparat nach Antweiler iberprift (25 mA, 45 V, 20 Min..).

Die Darstellung des Ba-Salzes:des Phosphopeptons erfolgte durch er-
schopfenden Abbau mit handelsiiblichem Trypsin bei 37° C ohne voran-
gegangene Pepsinverdauung. Die Isolierung und Reinigung als Barium-
salz haben wir3 ausfiihrlich bei der Darstellung des Peptons aus dem
a-Casein beschrieben.

Dag Bariumsalz ist ein leicht gelb gefarbtes hygroskopisches Pulver,
das sich in Wasser mit gelber Farbe 16st.

Folgende Analysen wurden durchgefithrt:

1. Priffung auf Einheitlichkeit im elektrischen Feld (Ionenstirke 0,2,
pH =72, Phosphatpuffer 0,02m, NaCl 0,18 m; Mikroelektrophoreseappa-
rat nach Antweiler).

2. Die Analyse des nach Glithen bei 1000° bis zur Gewichtskonstanz
erhaltenen. Riickstandes ergab die Anwesenheit von Bariumpyrophosphat
und Eisen(III)oxyd.

3. Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldah! und nach Dumas
durchgefiihrt.

4. Der Gesamtphosphor ‘wurde nach Lohmann und Jendrassik®, an-
organisches Phosphat bzw. die bei der Hydrolyse mit NaOH in Freiheit
gesetzte Phosphorsiure nach Lowry und Lopez® bestimmt.

¢ N.J. Hipp, M. L. Groves, J. H. Custer und T. L. MacMeekin, J. Dairy
Sci. 35, 272 (1952),

5 K. Lohmann und L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 (1926).

¢ O.H. Lowry und J. A. Lopez, J. Biol. Chem. 162, 421 {1946).
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5. Der Eisengehalt wurde nach C.B. Laurell” mit Hilfe der Farb-
reaktion mit o-Phenanthrolin ermittelt.

Fur die im folgenden beschriebenen Analysen wurde die iiber PoOj
getrocknete Substanz in zugeschmolzenem Glasréhrchen 16 Stdn. bei
110° C mit 6 n HCI erhitzt, nachdem die Luft durch Ny verdringt worden
war. Das Hydrolysat wurde zur Trockene verdampft und der in Wasser
unlésliche Riickstand in 0,1 n HCI aufgenommen. Diese Lésung diente
zu folgenden Bestimmungen:

6. Aminosdurenstickstoff nach der Carboxyl-C-Methode nach wvan
Slyke und Mitarb.8

7. Amidstickstoff nach Conway®.

8. Qualitativer Nachweis der vorhandenen Aminosiduren nach Fischer
und Dérfell®, mit gepufferten Verteilungsmedien nach McFarren. Fir
den Nachweis des Methionins neben Valin, Leuncin und Isoleucin verwen-
deten wir das Losungsmittelgemisch nach Boissonas!?.

9. Quantitative Aminosdurenzusammensetzung nach Moore und
Stein'® an Tonenaustauschersdulen Dowex 50-X 8. Die quantitative Be-
stimmung der eluierten Aminosduren fihrten wir in derselben Weise
durch, wie wir sie bei der Analyse des Peptons aus «-Casein angewendet
haben3.

Ergebnisse

Das zum erschopfenden tryptischen Abbau verwendete 3-Casein aus
Kuhmilch zeigte folgende Analysenwerte:

P =0,56%, N = 15,289, N:P = 604:1
(Lit.*: P = 0,559, N = 15,39)

Die Bestimmung der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit
ergab den Wert von % = 2,91 - 10-5 cm? Volt—1 sec! (Lit.2: 3,0 - 10-5)
bei folgenden Bedingungen: 4°C, p == 0,2, pH = 7,2.

Wie man aus der nachstehenden Abb. 1 entnehmen kann, ist das
pB-Casein elektrophoretisch einheitlich, jedoch konnten wir ebenso wie
Sullivan und Mitarb.15 feststellen, dal bei der Untersuchung in der Ultra-

" C. B. Laurell, Acta physiol. Scandin. 14, Suppl. 46 (1947).

8 D.D. van Slyke, R.T. Dillon, D.A. MacFadyen und P.Hamilton,
J. biol. Chem. 141, 627 (1941).

® H.J. Conway und E. O’ Malley, Biochem. J. 36, 655 (1942).

W0 F. Q. Fischer und H. Dorfel, Biochem. Z. 324, 544 (1953).

1 E.F. McFarren und J. A. Mills, Anal. Chem. 24, 650 (1952).

12 F'. A. Boissonas, Helv. Chim. Acta 33, 1966 (1950).

13 8. Moore und W. H. Stein, J. biol. Chem. 192, 663 (1951).

1 R.C. Warner, J. Amer. Chem. Soc. 66, 1725 (1944).

15 R. A. Sullivan, M. M. Fitzpatrick, E. K. Stanton, R. Annino, G- Kissel
und. F. Palermiti, Arch. Biochem. Biophys. 55, 455 (1953).
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zentrifuge unter den gleichen Bedingungen 2 Fraktionen nachweisbar
sind (siehe Abb. 2), wobei der Hauptanteil eine Sgp == 8,13 - 10-13 und

Abb. 1. Descend. patterns, B-Casein; Phosphatpuffer pH =

7.2, Tonenstirke 0,2

Abb. 2. Sedimentationskurve von 3-Casein, Phos-
phatpuffer pH = 7,2, Tonenstirke 0,2, 100 Min.,

56600 g

Abb. 3. Descend. patterns, Pepton aus 3-Casein, Phosphatpuffer

pH = 7,2, Tonenstidrke 0,2

die zu etwa 209 vor-
liegende niedrig moleku-
lare Fraktion ein Sgy =
= 1,43 - 1013 aufweist.
Sullivan. und  Mitarb.15
geben fir die Haupt-
komponente in Phosphat-
puffer (pH = 6,96), pn =
0,2, die Werte fir Sy =
= 9,17 - 10-13 und die
Nebenkomponente Sgp =
= 1,36 - 10-13 an. Ob es
sich dabei um reversible
Dissoziationsstufen  han-
delt, 1aBt sich nicht mit
Sicherheit behaupten. Bemer-
kenswert ist auch die Tatsache,
daf3 das B-Casein etwa 0,56%, Fe
in komplex gebundener Form
enthdlt, wihrend die «- und +-
Caseinfraktionen nahezu eisen-
frei sind, jedenfalls nur Werte
um 0,019, aufwiesen. Wie orien-
tierende Versuche zeigten, ist
B-Casein imstande, wesentlich
mehr Eisen komplex
zu binden als die bei-
den anderen Kom-
ponenten. Das soll
den Gegenstand einer
eigenen Untersu-
chung bilden.

Aus dem oben be-
schriebenen B-Casein
stellten wir drei ver-
schiedene Priparati-
onen des Ba-Salzes
des Phosphopeptons
her, die in ihrer quali-

tativen und quantitativeﬁ Zusammensetzung identisch waren. Abb. 3
zeigt, dall das isolierte Ba-Salz des Phosphopeptons frei von héher mole-
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kularen Anteilen ist. Niedriger molekulare Bestandteile sind u. E. mit
dieser Methode wegen der hohen Diffusionsgeschwindigkeit nicht nach-
weisbar.

In Tabelle 1 sind die Analysenergebnisse (Mittelwerte) zusammenge-
fafit und mit den Analysenwerten des Trypsin-c-Peptons verglichen.

Tabelle 1

i

‘ Glith- ‘ Phosphor Ba . .
Pent ok | ‘ aus | Gesamt-| Amino-| Amid- Schwe- N .
W stand . anorg. | Gesamt G‘:llllﬁl %;? “els | Acetyl  Fe | N:P
% | % % Srglaifé stand Stickstoff _

C(/"- 26,75;i — | 3,62 | 3,71 | 16,40 9,21 8,18 | 0,99 | 0,96 " 9,52 ' — |5,5:1
asein ‘
ol 24 ’ — | 2,98 2,93 |13,40 10,86 9,30 | 136 | 1,06 | — | 1,86 '8,0:1
asein | ! |

Man kann daraus entnehmen, daf die Bariumsalze des Phosphopeptons
frel von anorganischer Verunreinigung sind. Wir kénnen kein anorgani-
sches Phosphat nachweisen und der aus dem Riickstand (abziiglich
Fex03) berechnete Phosphorgehalt stimmt mit dem Gesamtphosphor
nach nasser Veraschung tberein: Weiters ist der hohe Eisengehalt und
das Atomverhiltnis N:P beachtenswert.

Papierchromatographisch konnten mit den im Methodischen Teil
angegebenen Steigmitteln folgende 8 Aminoséuren nachgewiesen werden:

N
Y S g
2 Sy S NS
38y 9 3 SRR
g7+ &8 § N ) R RN
s YRS S S TR 33
£ gt
&
4005
! ) A /N J
700 200 790 400 500
D =34 37 DI = 4,25 50 ¢ ———2=

Abb. 4. Extinktion pro 50 pl Eluat

Asparaginsiure, Glutaminsidure, Threonin, Serin, Alanin, Valin, Leucin,
Isoleucin und Methionin. Uber die quantitativen Verhéltnisse der Amino-
sduren gab uns die Sdulenchromatographie nach Moore und Stein3 Auf-
schlul. Abb. 4 zeigt ein Austauschehromatogramm eines bei 110° in
6 n HCl hydrolysierten Phosphopeptons aus {-Casein.

Daraus berechnen sich die in Tabelle 2 zusammengefafiten Ergebnisse.
Auch hier konnten wir eine sehr gute Ubereinstimmung des nach® be-

33+
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stimmten Aminoséure-N im Totalhydrolysat mit dem aus den getrennten
Aminosiuren berechneten N-Gehalt feststellen. Wir ziehen daraus den
SchluB, dafi es bei den von uns gewéhlten Hydrolysenbedingungen nur
zu einer geringfligigen Zerstérung von Aminosiuren kommt. Wir entneh-
men daraus aber auch, da wir bei verschiedenen Préparationen nur ge-
ringfiigige Abweichungen von den ganzzahligen Verhiltnissen der Amino-
sduren feststellen konnten, dafl unsere dargestellten Peptone frei von
niedrig molekularen Verunreinigungen sind.

Tabelle 2
Mol
Aminosiure % 10~% Mol 1 Amino-N Aminosiure
| pro Mol Pepton
Asparaginsiure 4,68 65,5 3
Glutaminsdure 12,55 175,8 8
Threonin 1,57 22,0 1
Serin 4,84 67,8 3
Alanin 1,53 21,4 1
Valin 1,69 22,2 1
Isoleucin 2, Qé—w 41,7 2
Leucin 154 | 216 t
Methionin 1,57 ‘ 22,0 1

Die Bestimmung des ,,Amid-N*‘ nach Conway ergab vor und nach der
Hydrolyse den gleichen Wert von 1,369, so dafi die Annahme gerecht-
fertigt erscheint, dafl der Amid-N tatséchlich praformiert im Pepton vor-
liegt und nicht artifiziell durch die Hydrolyse entstanden ist. Die Ge-
samtstickstoffbestimmungen nach Kjeldahl und nach Dumas ergaben
10,86%, ; die Summe des nach® und® bestimmten N betriagt 10,76%,, so dall
auch hier die iiblichen Fehlerbreiten nicht iberschritten werden.

Der Eisengehalt des Phosphopeptons aus (-Casein (Phosphopepton
aus «-Casein ist eisenfrei!) ist iiberraschend hoch und ergibt, daf gerade
1 Atom Fe einem Mol Peptid entspricht. Es liegt in der dreiwertigen Form
komplex gebunden vor. Dasim Pepton gebundene Fe gibt keine Rhodanid-
reaktion, kann aber in alkalischer Liosung mit S-Yonen als Sulfid gefallt
werden. O. Mellander'® hat bereits 1955 darauf hingewiesen, dafl organi-
sche Phosphorverbindungen aus Phosphorproteinen Metallionen chelat-
artig binden kénnen. F. Osterberg!” hat die Metallbindungsfahigkeit von

18 0. Mellander, Nutrit. Rev. 13, 191 (1955).
17 R. Osterberg, Nature [London] 179, 476 (1957).
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Phosphoserin untersucht und kommt zu dem Schlufl, dafl diese Kompo-
nente fir die Chelatbindung von Metallionen an Phosphopeptonen maf-
geblich ist. Auf Grund der von Bielig!® referierten Arbeiten tiber die Bin-
dung des Fe in peptidartigen Verbindungen kann man annehmen, dal
auch in der oben beschriebenen Verbindung das Fe als FeO(OH) vorliegt.

Aus den vorliegenden Analysenergebnissen kénnen wir unter der Vor-
aussetzung, dafl das Pepton aus 21 Aminoséuren, 3 Amidgruppen, 3 Phos-
phorsduregruppen, 3 Bariumatomen und einer FeO(OH)-Gruppe besteht,
das Molekulargewicht zu 3130 berechnen. In der Tabelle 3 bringen wir
eine Gegenitberstellung der unter obiger Annahme berechneten und der
gefundenen Analysendaten.

Tabelle 3
9 Ges%rmt- Aml\ITno- Ar%ld- Barium ];I;lgsr- Tisen Scé\{ve-

gefunden 10,86 | 9,30 | 1,36 | 13,40 2,96 | 1,86 | 1,05

berechnet | 10,74 | 9,40 | 1,34 | 13,26 2,98i 1,79 | 1,02
I

Bei der Niederschrift dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von den
Untersuchungen von Peferson und Mitarb.'®, die sich ebenfalls mit der
Analyse eines Phosphopeptons, das durch Verdauung von reinem §-Ca-
sein mit kristallisiertem Trypsin dargestellt wurde, befassen. Die oben ge-
nannten Autoren kommen zu etwas anderen Ergebnissen als wir. Uber-
einstimmend mit ihnen finden aber auch wir keine aromatischen Amino-
sduren. Auf Grund der Bestimmung der Hydrolysenkurve, die nach der
Gleichung einer monomolekularen Reaktion verlduft, miissen wir anneh-
men, daf} alle in dem Pepton vorkommenden Phosphorsiurereste gleich-
artig gebunden sind. Die Versuche von Perlman?® lassen sich aber durch
die Tatsache, daB} die Hydrolysenkonstante fiir die Abspaltung des Phos-
phors in 0,02 n NaOH bei 37° fiir «-Phosphopepton mit 38 - 103 wesentlich
grofer ist als fiir das (3-Phosphopepton mit 0,83 - 103, erkldren. Wir
konnten in keinem unserer Papierchromatogramme Anhaltspunkte dafiir
finden, dafl Prolin, Glykokoll und Arginin als Bestandteile unseres Pep-
tons vorhanden sind. Dagegen konnten wir die Anwesenheit von Schwefel
nach Carius und von Methionin sowohl papier- als auch sidulenchromato-
graphisch nachweisen. Daf die oben erwihnten Autoren die Anwesenheit
von Fe nicht erwihnen, 148t sich wahrscheinlich so erkldren, daB sie ihr

18 H.J. Bielig, Angew. Chem. 67, 731 (1955).

v R. F. Peterson, L. W. Nauman und T. L. McMeekin, J. Amer. Chem.
Soc. 80, 95 (1958).

20 @, E. Perlman, J. Amer. Chem. Soc. 74, 3191 (1952).
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Pepton durch saure Sdulenchromatographie von Barium und damit auch
von Fe befreiten. Moglicherweise kann durch die lange Einwirkungsdauer
des Trypsins eine Abspaltung des Arginins eintreten, so dal unsere Peptone
frei von Arginin gefunden werden. Unsere Analysenergebnisse sprechen
aber auch dafiir, daB trotz der langen Einwirkungsdauer hoch molekulare,
trypsinresistente Bruchstiicke gebildet werden, die aus etwa 10 verschie-
denen Aminoséduren bestehen kénnen, wie durch O. Mellander und Ver-
dier?! bereits nachgewiesen wurde. Damit befinden wir uns im Gegensatz
zu Peterson. und Mitarb., die annehmen, dafl speziell durch kurzdauernde
Einwirkung von kristallisiertem Trypsin solche héhermolekulare Peptide
entstehen konnen. Es ist auch anzunehmen, daf bei der Priifung auf
Reinheit durch die Elektrophorese die okkludierten niedrigmolekularen
Bruchstiicke nicht erfaffbar sind.

2 0. Mellonder und C. H. Verdier, Acta Soc. Med. Upsal. 57, 218 (1952).



