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Bei der peptischen Verdauung yon elektrophoretiseh ein- 
heitliehem ~-Casein entsteht ein gegen weitere Pepsineinwir- 
kung resistentes Polypeptid, das in Form seines Bariumsalzes 
leieht gewonnen werden kann. Die Aminosgureanalyse ergab: 
Asp2Thr~SeraGlusLeulIleu~QlylAlatVall3/Ieth~Phaz. Nit diesem 
Peptid sind 4 Phosphors~uren verestert, die in Form ihres Ba- 
riumsMzes vorliegen. Das Molekulargewieht dieser Verbindung 
betrggt 3479. Es wird ein Vergleieh mit der Zusammensetzung 
eines Peptons, das dureh ~ryptisehe Verdammg yon ~-Casein 
gewonnen wurde, gegeben. 

In  vorangegangenen Mit te i lnngent  2 haben wit tiber die Isolierung 
und Aminos/~urezusammensetzung yon trypsinresistenten Peptonen aus 
~- und p-Casein beriehtet. Abgesehen yon Arbeiten ~lterer Antoren s 
liegen noeh keine Untersuchungen tiber die Endprodukte  der peptisehen 
Verdauung reiner Caseinfraktionen vet. Damodaran und Ramachandran ~ 

beriehten, dal3 bei Einwirkung yon Pepsin anf nnfraktioniertes Casein 
ein in S~ture unl6sliehes Produkt,  das sogenannte Paranuelein, entsteht,  
aus dem die erw~hnten Augoren dureh weiteren tryptischen Abbau ein 
Phosphopepton isolierten. 
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2 M. Pantlitschtco und E. Griindig, Mh. Chem. 89, 489 (1958). 
s ~,. B. Robertson und H. C. Biddle, J. Biol. Chem. 9, 295 (1911); 12, 

233 (1912); H. Rohonyi, Bioehem. Z. 53, 179 (1913); Y. Uwatoko, Z. physiol. 
Chem. 139, 76 (1924); C. Rimington und H. D. Kay, Bioehem. J. 20, 777 
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U m  die Frage zu kl~ren, ob aueh dureh das Einwirken  yon Pepsin 
a]lein auf  Caseinfraktionen einheitliehe phosphorh~itige Polypept ide ent- 
stehen, unterwarfen  wir reines ~-Casein, das mi t  verd. ItCI auf  pH ~ 1,8 
gebraeht wurde, 6 Tage lang der peptischen Verdauung.  Es konnte  bei 
verschiedenen Versuchsans~tzen niemals die Bi ldung eines i n  S~ture un-  
16slichen Paranucle ins  festgeste]lt werden. Wurde  jedoch elektrophore- 
tisch einheitliehes ~-Casein der peptischen Verdauung unterworfen,  so 
konn ten  etwa 2 0 0  der eingesetzten Caseinmenge als ss 
, ,Paranuclein"  isoliert werden. Darfiber berichten wir in einer sp~teren 
Publ ikat ion.  

Nethodisches 
Reines ~-Casein wurde naeh H i p p  et al. 5 dargestellt und die l~einheit 

elektrophoretiseh iiberpriift. Das Pulver suspendierten wir in Wasser und 
braehten dureh Zugabe yon verd. I-IC1 das p i t  auf 1,8. Als Ferment  be- 
niitzten wir handelsiibliches Pepsin DAB 6 der Heilmittelwerke Wien. Die 
Verdauung erfolgte bei 37 ~ dureh 6 Tage hindureh unter Toluolsehutz, wobei 
dureh l~iihren fiir eine gute Durehmisehung gesorgt wurde. Der pI-I-Wert 
wurde am 1. Tag mehrmals kontrolliert und Abweiehungen korrigiert. Spgter 
t raten nur  mehr geringffigige pH-~_nderungen ein. Naeh seehstggiger Ver- 
daunng stellten wir die L6sung f(ir 24 Stdn. in eine Eiskammer, um eventuell 
sehwer 16sliehe Peptide abzutrennen. Wie bereits erw~hnt, konnten wir 
jedoeh nie die yon Damodaran  und Ramachandran  ~ erwghnte Bildung eines 
Paranueleins feststellen. Geringfiigige Triibungen wurden abzentrifngiert, 
die klare LSsung zur Abstumpfung der vorhandenen HCI mit einer ges~itt. 
L6sung yon Ba(OH)~ versetzt und mit  einem Bariumaeetat-Essigsgurepuffer 
auf p i t  = 4 eingestellt. Es trat  keine Ausfgllung ein, erst auf Zusatz des 
doppelten Volumens 96proz. Alkohol erhielten wit eine massive Fgllung 
der Bariumsalze der Phosphopeptone. Zur Befreiung yon mitgefglltem an- 
organisehem Phosphat wurde der Niedersehlag naeh dem Zentrifugieren in 
destill. Wasser gel6st, m i t  Ba(OH).2 auf pH = 7,5 gebraeht und das in ge- 
ringer Menge anfallende Bariumphosphat abzentrifugiert. Die Mare L6sung 
stellten wir dureh Zugabe yon verd. Essigsaure auf pH = 4,6 ein und sehiit- 
telten sie 10 Min. mit  Kaolin (1 g auf 10 eem L6sung). Naeh dem Entfernen 
des Kaolins wurden dureh Zugabe yon 2 Vol. Alkohol die Bariumsalze der 
Phosphopeptone wieder gefi~llt und das erhaltene Produkt im Elektrophorese- 
apparat naeh Antwei ler  (Phosphatpuffer pH ~ 7,2, ~ = 0,1) auf Einheit- 
liehkeit geprfift. Aus den zuni~ehst anfallenden zwei Komponenten kann 
dutch wiederholtes Umfiillen unter obigen Bedingungen eine elektrophoretiseh 
einheitliche Substanz gewonnen werden. 

Dieses Bariumsalz, das frei yon anorganisehen Verunreinigungen war, 
haben wit auf folgende Weise untersueht:  

1. Priifung auf Einheitliehkeit einer lproz. LSsung im elektrisehen Feld 
(ionenstarke tz = 0,1, p i t  7,2, Phosphatpuffer 0,02 m, NaC1 0,18 m, Mikro- 
elektrophorese nach Antweiler) .  

2. Analyse des naeh Gliihen bei i000 ~ bis zur Gewiehtskonstanz erhal- 
tenen Niedersehlages ergab nur die Anwesenheit yon Ba2P207. 

5 N .  J .  H i p p ,  M .  L. Groves, J .  H.  Custer und T. L. McMeekin, ,  J. Dairy 
Sei. 25, 272 (1952). 
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3. StieksWffbestimmungen wurden naeh K~eldahl und D u m a s  durchgeffihrg. 

4. Den Gesam~phosphor bestimmten wir naeh L o h m a n n  und Jendrassilc 6 
withrend die Prfifung auf freies anorganisehes Phosphat naeh Weil-.~fal- 
h,erbe 7 bzw. L o w r y  und Lopez  s durehgeftihrt wurde. 

F/ir die im folgenden besehriebenen Analysen wurde die Substanz in 
6n-HC1 im zugesehmolzenen R6hrehen in Stickstoffatmosph~re bei 110 ~ 
dureh 16 Stdn. hydrolysiert. Das I~ydrolysat wurde zur Trockene verdampft 
und die tIC1 dureh mehrmaliges Aufnehmen in Wasser und Abdampfen entfernt. 

5. Der Aminosgurestickstoff wurde nach der Carboxyl-C-Methode nach 
van Slylce und Mitarb. 9 ermittelt. 

6. Den Amidstickstoff bestimmten wir vor und nach der Hydrolyse naeh 
Conway ~o. 

7. Der qualitative Naehweis der vorhandenen Aminosguren wurde naeh 
Fischer und D6r/el l~ mit gepufferten Verteihmgsmedien naeh M c F a r r e n  12 
bzw. der~ L6sungsmittelgemischen nach Boissonas 13 durehgeffihrt. 

8. Die Trennung der AminosSmren erreichten wir an Dowex 50 • 8- 
8~tulen nach der ~ethode yon Moore und Ste in  la. Die quanti tat ive Bestim- 
mung der eluierten Aminos/~uren fiihrten wir wie friiher beschrieben durehL 

Ergebnisse 
Das durch Pepsineinwirkung auf  a-Casein erhaltene Peptongemiseh 

wurde einer Vorfrakt ionierung unterzogen,  indem wfi" die Bariumsalze 
mit  Alkohol f~llten. Abb. 1 zeigt, dab in dieser Frak t ion  zwei Peptone mi t  

Abb. ].  Abb. 2. 

Abb. i mid  2. Elekt rophoresediagranlnl  der ungereinigten (Abb. 1) bzw. gereinigten (Abb. 2) dutch 
Alkoholfii l]ung erhal tenen Phosphopeptone.  (Antweiler, pH = 7.2; g = 0,1, 7 5Iin.) 

versehiedener IVanderungsgeschwindigkeit  vorhanden  sind. Lau t  Abb.  2 
haben wir dutch  mehrmaliges Umfgllen des Bariumsalzes eine einheit- 
liche Pept idf rakt ion  isoliert, die phosphorhgltig war und  dutch eine 
grebe Diffusionsgeschwindigkeit charakterisiert  ist. 

6 K .  L o h m a n n  und L. Jendrass ik ,  Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
H. Weil-3galherbe und R. H.  Green, Biochem. J. 49, 286 (1952). 

8 0 .  H.  L o w r y  und J .  A .  Lopez,  J. Biol. Chem. 162, 412 (1946). 
" D. D. van Slyke,  R .  T. Dillon,  D. A .  M a c F a d y e n  und P.  Hami l ton ,  

J. Biol. Chem. 141, 726 (1941). 
~o E.  J .  Conway und E. O'Malley ,  Bioehem. J. 36, 655 (1942). 
,1 F .  G. Fischer und H. D&je l ,  Biochem. Z. 324, 544 (1953). 
12 E.  F .  M e F a r r e n  und J .  A .  Mi l l s ,  Anal. Chem. 24, 650 (1952). 
la R .  A .  Boissonas,  /-Ielv. Chem. Aet.a 33, 1966 (1950). 
,4 S.  Moore und H. Stein ,  J. biol. Chem. 192, 633 (1951); 211, 893 (1954). 
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I n  Tab.  1 br ingen wir die Analysenergebnisse  (Mit telwerte  aus drei  
versehiedenen Pr~para t ionen) .  Zum Vergleich h~ben wit  die Analysen-  
da t en  des Peptons ,  das  du tch  t ryp t i sche  Verdauung aus re inem ~-Casein 
erha l ten  wurde 1, in die Tabel le  mi t  aufgenommen.  Die (Tbereins t immung 

Tabelle 1. A n a l y s e n e r g e b n i s s e  d e r  d u r e h  P e p s i n -  bzw.  T r y p s i n -  
e i n w i r k u n g  e r h a l t e n e n  P h o s p h o p e p t o n e  ( B a r i u m s a l z e )  

Pepton ftus 
a-Casein  d u t c h  

Pepsinein- 
wirkung 

Trypsinein- 
wirkung 

I Ba aus I P h o s p h o r  in % St ickstoff  
Glfihrtick- Gliih- I 

aus  Oltih- rt ickst.  I I S N : P 
s t a n d i n  % anorg .  Gesamt  r i i eks tand  % i Gesamt i  Amino  Amid  

25,64 - -  3,56 - -  I5,25j i i ,00  9,I6 2,12 - -  6,94:1 

I 
26,75 - -  3,62 3,71 16,40! 9,211 8,18 0,99 0,96 5,5:1 

zwischen dem aus dem Glfihrf ickstand bereehneten  und  den ta t sgchl ich  
gefundenen Phosphorwer ten  sowie die Abwesenhei t  yon anorganischem 
P h o s p h a t  f i ihr t  uns zu der Annahme,  dab  das  Bar iumsalz  des Pep tons  
frei yon  anorganischer  Verunreinigung ist. Mit  Hilfe  der  Pap ie rch romato -  
graphie  konn ten  wir elf Aminosguren  nachweisen,  die wit  mi t  Hilfe  der  
S~ulenehromatographie  naeh  Moore und  Stein quan t i t a t i v  bes t immten .  

Tabel le2 .  A u s w e r t u n g  des  A u s t a u s c h c h r o m a t o g r a m m  v o n  Abb .  3 
(Phenylalanin und Asparagins~ure 1,98. 10 6 Mol = 1) 

i 

Aminosi ture L 10-"Mole  Aminosgure  511ol Aminosgure  
bezogen au f  E inwaage  pro  5fol P e p t o n  

Asparagins~ure . . . . . . .  
Glutamins~ure . . . . . . . .  
Serin . . . . . . . . . . . . . . . .  
Threonin . . . . . . . . . . . . .  
Glykokoll . . . . . . . . . . . .  
Alanin . . . . . . . . . . . . . . .  
Valin . . . . . . . . . . . . . . . .  
Leuein . . . . . . . . . . . . . . .  
Isoleuein . . . . . . . . . . . . .  
PhenylManin . . . . . . . . .  
Methionin . . . . . . . . . . . .  

3,95 
9,80 
7,92 
3,58 
2,05 
1,87 
3,64 
2,07 
3,92 
1,98 
3,81 

2,00 
4,95 
3,99 
1,82 
1,03 
0,95 
1,84 
1,04 
1,98 
1 ,00  
1,92 

22,52 

I n  Tab.  2 haben  wit  die Ergebnisse  der qua n t i t a t i ve n  Auswer tung  
der Abb.  3 zusammenges te l l t .  Als Krigeriurn der quan t i t a t i ven  E lu t ion  
diente  uns der Vergleieh des St iekstoffwertes  des I t yd ro ly sa t e s  (Carboxyl-  
C-)/fethode, van Slylce) mit  dem aus den eluierlben Aminos~uren bereeh- 
neten.  Wir  fanden eine gute Obere ins t immung.  Die Amidst ieks tof fbe-  
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s t i m m u n g  l ie fe r te  vo r  u n d  n a c h  der  H y d r o l y s e  d e n  g le i chen  Wei ' t  y o n  

2 , 1 2 ~  . W i t  k S n n e n  also a n n e h m e n ,  d a b  y o n  d e n  im  Molekfi] v o r h a n d e n e n  

1 

I A I I I ' \ I _  
2 0 0  ,300 ~00 500 bOO 700 

" Pi t  J" l - d 5  ~ ~ ~ / / / / / S c h p u f ~ r  - 5 0  ~ ~ 

c c ~  ?Iu21 

Abb, 3. Ex t ink t ion  pro 50 gl EJuat  

Tabelle 3. V e r g l e i e h  d e r  I o e r e e h n e t e n  u n d  g e f u n d e n e n  A n a l y s e n -  
d a t e n  

i 
i 

G10hrfick- p /3a Gesamt-N Amid-N Amino-N N :  I '  
stand 

I 

Bet.  o~2 25,00 

Gef. 25,64 

3,51 

3,56 

15,56 

15,25 

11,25 

1i,00 
2,02 

2,12 

9,27 

9,16 

7,00:1 

6,94:1 

Tabelle 4. A n z a h l  d e r  i n  d e l l  P h o s p h o p e p t o n e n  g e f u n d e n e n  
A m i n o s ~ u r e n  

A = Tryps inres i s ten tes  Pep ton ,  B = Peps inres i s ten tes  P e p t o n  

A 

Asparagins~ure  . . . . . . .  i 
Glutaminsfiure . . . . . . . .  6 
Serin . . . . . . . . . . . . . . . .  4 
Threonin  . . . . . . . . . . . . . .  1 
GlykokolI . . . . . . . . . . . .  I 1 
Alanin  . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Valin . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Leuein  . . . . . . . . . . . . . . .  1 
Isoleuein . . . . . . . . . . . . .  1 
Methionin  . . . . . . . . . . . .  1 
Pheny la l an in  . . . . . . . . .  ] - -  
AeetyI-g lueosamin . . . .  2 
Phosphors i iure  . . . . . . . .  4 
Ba r ium . . . . . . . . . . . . . .  4 
Amid-NI-I2 - -  

'l 

/3 

2 
5 
4 
2 
1 
1 
2 
1 
2 
2 
1 

4 

5 
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7 Diearbonsguren 5 in Amidform vorliegen. Das Molekulargewicht bc- 
reehnet sieh auf Grund der obigen Angaben zu 3479. 

Tab. 3 gibt einen Vergleieh der experimentell gefundenen mit den 
unter Zugrundelegung obigen Molgewichtes berechneten Werten. Sie zei- 
gen reeht gute (~bereinstimmung. 

In Tab. 4 haben wit die Zusammensetzung der Bariumsalze der Pep- 
tone, die dutch tryptisehen bzw. peptisehen Abbau entstehen, nebenein- 
andergestellt. Die Molekulargewiehte differieren nut  geringffigig. Die An- 
zahl der estemrtig verknfipften Phosphorsiuren ist in beiden Molekfilen 
gleieh. Das wesentliehste Unterscheidungsmerkmal des dureh Pepsin- 
einwirkung auf R-Casein erhaltenen Peptons vom trypsinresistenten Pro- 
dukt ist das Fehlen des Aeetylglueosamins, dagegen konnten wit Phenyl- 
alanin nachweisen. Basisehe Aminosguren wurden ~ueh in diesem Pepton 
nicht aufgefunden i5. 

i5 R. ~ .  Betersen, L.  W. Naumam~ und T. L.  McMeelcin, J. Amer. Chem. 
Soc. 80, 95 (1958). 


