Untersuchungen dber Salminl).
\Von
Dr. Mathilde Nelson-Gerhardt.

(Am «lern physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.)
(Der Redaktion angegangen am 28. April 1919.)

Allgemeiner Teil.

Goto2); kam bei seinen im Jahre 1902 im hiesigen Institut
ausgefuhrten Untersuchungen zu dem Ergebnis, dal bei der
Hydrolyse des Clupeins eine Abnahme des Saurebindungs-
vermogens stattfindet. Da diese Erscheinung fur die Kenntnis
des Protaminmolekuls wichtig erschien, habe ich, auf Anregung
von Herrn Professor A. Kossel, sie auch bei einem andern Pro-
tamin, dem Salmin, geprift und bestatigt gefunden (s. unten).
Meine weiteren, unten mitgeteilten Untersuchungen waren darauf
lid ichtet, das Zustandekommen dieser Erscheinung zu erkléren.

Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle
Herrn Professor Kossel fir die Katschldge, mit denen er mich
bei der Durchfihrung der Arbeit unterstitzte, meinen besten
Dank auszusprechen.

Eine Zunahme der Aciditat bei der Hydrolyse, besonders
bei der enzymatischen Spaltung, ist auch bei andern Proteinen*)
beobachtet worden. Auf den ersten Blick erscheint diese Tat-
sache schwer verstandlich, wenn man annimmt, dal} die Amido-
sduren im Proteinmolekil nach dem bekannten Schema der
Peptide miteinander vereinigt sind; denn es muf} doch bei der

in Die Untersuchungen sind mit Unterstitzung der Akademie der
~ issenschaften in Heidelberg (Stiftung Lanz) ausgefiihrt worden.

*) Diese Zeitschr. Bd. 37, S. 94 (1902).

3) Soren sen. Ergebnisse der Physiologie 1912, hier auch die Ubrige
liiteratur.
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Hydrolyse auf jede Carboxylgruppe auch eine Amidogruppe
in Freiheit gesetzt werden. Nun hat Sorensen fur diese
auffallige Erscheinung folgende Erklarung gegeben?*): Die Peptid-
bindung tritt bei saurer Reaktion mit der Ketoform — CO
~ NH — auf, sie wird hingegen mit wachsender Alkalitéat
immer mehr in die als schwache Saure wirkende Enolform
— C(OH) = N — umgewandelt. Diese Eigenschaft soll sich nicht
bei allen, sondern nur bei den ,peripheren® Peptidbindungen
des groRen Eiweillmolekils zu erkennen geben. Bei der
enzymatischen Proteolyse sollen nun infolge der fortschreiten-
den Teilung des Proteinmolekils immer mehr Peptidbindungen
in die peripherische Lage austreten, und somit soll das Basen-
bindungsvermdgen immer groRer werden.

Wenn nun mit der weitergehenden Hydrolyse ein volliger
Zerfall der Peptide in die Aminosduren eintritt, so verschwindet
naturlich die enolfahige Atomgruppierung, auf welcher dieser
ganze Vorgang beruht, und die Aciditat geht wieder zuriick.

Diese Theorie ist von Henriques und So6rensenl)
sowie von andern Forschern an einzelnen Beispielen bestatigt
worden und meine unten angefihrten Versuche am Glycin-
anhydrid sowie am Leucylglycin (Spezieller Teil S. 274) stimmen
ebenfalls damit Uberein.

Wenn diese Theorie zur Erklarung der von Goto am
Clupein beobachteten Alkaleszenzabnahme bezw. S&urebildung
dienen soll, so muRR zundchst der Nachweis erbracht werden,
dal die Hydrolyse teilweise auf der Peptidstufe stehen geblieben
war. Ob dies bei denVersuchen von M. Goto wirklich der
Fall gewesen ist, mdge dahingestellt bleiben — bei meiner
Versuchsanordnung, die sich wesentlich von der Gotos unter-
schied, und das Salmin betraf, wéahrend Goto mit Clupein
arbeitete, waren in der Tat Peptide der Monoamidosauren
vorhanden (Spezieller Teil 4). Auch konnte ich nachweisen,
dal? bei einer Vervollstandigung der Hydrolyse durch Zersetzung

der Peptide ein Rickgang der Aciditat eintrat (Spezieller Teil
4e, S. 278).

*) S6rensen L c.
2) Biese Zeitschr. Bd. 03, S. 27 (1909).
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Dieser Befund bestétigte zwar die Annahme, daf die Er-
klarung SoOrensens auf diesen Fall anwendbar war, die quan-
titativen Verhéltnisse zeigten jedoch, dal noch eine andere
Ursache fir die Saurebildung vorhanden sein mufite. Nach
SoOrensens Theorie muifite ja die Abnahme der Alkaleszenz
auf die Entstehung saurer Gruppen der Peptide zuriickzufiihren
sein. Diese Peptide waren bei meinen Versuchen nur in dem
Monoaminosdureanteil des Protaminmolekdils nachzuweisen. Es
mufte also die Aciditat dieses Anteils mit der Alkaleszenz-
abnahme des Ganzen gleichwertig sein. Dies ist aber nicht
der hall: denn die Alkaleszenzabnahme des Ganzen war sieben-
mal so grol3 wie das Basenbindungsvermdgen der bei der
Hydrolyse entstandenen Monoamidosaurepeptide [Spezieller
Teil 4, Zweite Versuchsreihe d), S. 281). Diese Aciditat der
hei diesen \ ersuchen gefundenen Monoamidosaurepeptide reicht
also bei weitem nicht aus, um die Alkaleszenzabnahme des
ganzen Protaminmolekils bei der Hydrolyse zu erkléren.

|)ie \ ermutung, dal} bei der Hydrolyse des Salmins eine
Sdure, die der Untersuchung bisher entgangen ist, etwa eine
zweibasische Monoaminosdure entsteht und die saure Reaktion
verursacht, veranla3te mich zu einer genaueren Untersuchung
der durch das Silberbarytverfahren fallbaren Fraktion. Aber
auch hier war keine derartige Substanz nachzuweisen.

Ebensowenig kann in dem Freiwerden der Carboxylgruppe
des Serins aus der Peptidbindung die Ursache des Alkaleszenz-
riiekganges gefunden werden, denn ich habe mich durch be-
sondere Versuche davon uberzeugt, da das Serin keine ge-
niigend sauren Eigenschaften besitzt (Spezieller Teil 8, S. 275).

Der negative Ausfall dieser Versuche lenkt die Aufmerk-
samkeit auf eine andere Maoglichkeit, namlich auf eine ester-
artige Bindung der Hydroxylgruppe des Serins mit der Carboxyl-
gruppe einer Aminosaure. Eine einfache Uberlegung ergibt,
dal der hydrolytische Zerfall einer derartigen Verbindung,
welche zwei Aminogruppen und eine Carboxylgruppe enthalten
wirde, die urspringlich vorhandene Alkaleszenz zum Ver-
schwinden bringen muf3, ohne dal} dabei eine Substanz von aus-

gepragt sauren Eigenschaften entsteht. Ubertragt man diesen



268 Mathilde Nelson?Gerhardt,

Vorgang auf die einfachen Verhaltnisse eines Serin-Glykokoll-
esters, so kann man ihn durch folgendes Formelbild darstellen:

COOH-CH —CH, — 0 —-CO —-CH, +H,0

| |
NHS NH,

= COOH — CH — CH,OH + COOH — CH,

| |
NH, NH,

Das oben erwahnte Vorkommen von Peptiden in dem
Monoamidosaureantéil der hydrolytischen Spaltungsprodukte
des Salmins wurde in folgender Weise nachgewiesen. Zunachst
entfernte ich das Arginin durch wiederholte Fallung mit der
Silberbarytmethode. Den Rickstand, welcher die Monoamido-
sauren: Valin, Serin und Prolin sowie die Peptide enthalten
muBte, prifte ich in zweifacher Weise auf Peptide.

1. Es wurde die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs der
Monoamidosaurefraktion mit dem Gesamtstickstoff dieser Frak-
tion verglichen. Das Verhéltnisdes ersteren zum letzteren betrug
*1:4. Hiernach mifRte nach der ersten, minder tiefgreifen-
den Hydrolyse noch ungefahr der vierte Teil des gesamten Stick-
stoffes dieser Fraktion in der Peptidverkettung festgelegt sein
(Spezieller Teil 4b, S. 277 und 279). Nun wurde ein Teil dieser
Reaktionsmasse einer weitergehenden Hydrolyse unterworfen und
die Formoltitrierung wiederholt. DasVerhaltnis des formoltitrier-
baren Stickstoffes zum Gesamtstickstoff hatte sich jetzt in der
Weise geandert, daR beide Zahlen sich einander naherten. Das
Verhéltnis war jetzt ungefahr 6,4:7 (Spezieller Teil 4e, S. 282).

2. Es wurde das Molekulargewicht des Monoaminoséure-
anteils nach der Gefriermethode festgestellt.

Nach friheren Untersuchungen von A. Kossei und H.
D. Dakin besteht das Gemisch dieser Monoamidosduren aus

4,3 Teilen Valin (M.G. = 117)
7,8 Teilen Serin (M.G. = 101)
11 Teilen Prolin (M.G. = 115)

Gefunden wurden in dem Gemisch in drei Versuchen (Spezieller
Teil 4d, S. 280) folgende Zahlen:

1) 130 2) 120,4 3) 121,4.
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Das gefundene Molekulargewicht ist also hoher als die
Molekulargewichte von jedem der drei Bestandteile.

Fur sich allein wirden diese Bestimmungen keinen Uber-
zeugenden Beweis fur das Vorhandensein von Peptiden liefern,
da der Unterschied der Molekulargewichte nicht bedeutend ist.
Im Zusammenhang mit den Formoltitrierungen, mit denen sie
im Endergebnis Ubereinstimmen, verdienen sie aber Beachtung.

Der Nachweis der Monoaminosaurepeptide fihrt zu dem
Schlu, daB in dem urspringlichen Salminmolekil mindestens
zwei Monoaminosduren miteinander direkt verkettet sind.

Dieses Ergebnis verdient vom Standpunkt friherer Unter-
suchungen Uber den Bau des Protaminmolekiils Beachtung.
Pringlel) teilte das Gemisch der néachsten hydrolytischen
Spaltungsprodukte des Clupeins, der ,,Protone®, in funf ver-
schiedene Fraktionen und fand in allen dieselbe Zusammen-
setzung, welche auch in dem urspringlichen Clupein vorhanden
ist, namlich 2 Molekule Arginin auf je 1 Molekil einer Mono-
amidosaure. A. Kossel und H. Pringle zogen hieraus
den SchluR, daf® in dem Clupein eine gleichméfige Verteilung
der Argininraolekile und der Monoaminoséduremolekile vor-
handen ist. Eine solche Verteilung kann natdrlich in ver-
schiedener Weise stattfinden. Zum Beispiel kénnte man an-
nehmen, dal} je zwei zusammenh&ngende Argininmolekile mit
einem Monoaminosduremolekil regelmalig abwechseln. Die
strenge Durchfihrung dieser letzteren Annahme, welche von
A. Kossel und H. Pringle zun&chst erortert worden ist,
wird aber unmoglich, wenn eine Verkettung der Monoamifio-
siluremolekiile untereinander nachgewiesen wird.

Spezieller Teil.
1. Darstellung des Salmins.

Das fir meine Versuche benutzte Clupein und ein Teil
des Salmins waren im hiesigen Institut nach der friher von
A. Kossel beschriebenen Methode aus den Testikeln des
Herings bzw. des Rheinlachses dargestellt worden. Ein anderer
Teil des Salmins wurde aus getrockneter Spermamasse von

') Diese Zeitschr. Bd. 49, S. 301 (1906).
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Oncorhynchus Tschawytscha (aus dem Sacramento river in
Kalifornien) gewonnen. Nach den Untersuchungen von A.
Kossell) ist in den beiden genannten Spezies dasselbe Pro-
tamin: ,,Salmin“ enthalten. Da das Protamin dieses Praparats
infolge der langen Aufbewahrung in eine schwer l6sliche Form
oder in eine festere Verbindung mit andern Bestandteilen der
Spermien Ubergegangen war, so liel es sich durch das gewdhn-
liche Verfahren nur langsam extrahieren. Ich habe daher ein
neues Verfahren ausgearbeitet, bei welchem ich teilweise auch
Erfahrungen von Schmiedeberg?) und von Malenuk3) zu
Hilfe zog.

100 g des getrockneten, mit Alkohol und Ather aus-
gekochten feingepulverten und gebeutelten Spermas von On-
corhynchus werden mit einer Losung von 100 g Kupferchlorid
in 11 Wasser im Britofen bei 37° unter 6fterem Umschditteln
digeriert. Nach drei Tagen wird die Reaktionslésung heraus-
genommen, die Gber dem Sperma stehende Flissigkeit vorsichtig
auf eine Nutsche gegossen und abgesaugt, der Rickstand drei-
mal mit Wasser aufgeschlemmt und schlief3lich auf der Nutsche
abfiltriert und so lange gewaschen, bis das Filtrat mit konz.
Natriumpikratlésung keinen merklichen Niederschlag mehr gibt.

Die vereinigten Filtrate werden unter Umrthren mit so viel
konz. waliriger Natriumpikratlosung versetzt, bis der gelbe
Niederschlag von Salminpikrat sich gut zusammenballt und
schnell zu Boden setzt. Er wird abfiltriert, mit wenig Wasser,
dem einige Kubikzentimeter der Natriumpikratlésung zugesetzt
werden, gewaschen und noch feucht in Aceton unter Erwarmen
gelost, wobei vorsichtig so viel Wasser zugesetzt wird, bis eine
klare Losung entsteht4). Nach Zusatz des halben Volumens Al-
kohol ‘wird unter fleiligem Umrthren tropfenweis 20 °/0ige
Schwefelsédure zugefigt, bis kein weiterer Niederschlag mehr ent-

*) Diese Zeitschr. Bd. 88, S. 163 (1913).

*) Archiv f. exp. Pathol, u. Pharmak. Bd. 43. S. 57 (1899).

l) Diese Ztitschr. Bd. 57, S. 99 (1908).

*) Manchmal bleibt die Lésung durch schleimige Aggregate getrtbt.
Ist ein Abfiltrieren nicht mdéglich, mu man die Lésung so, wie sie ist.
verarbeiten. Durch die spateren, haufigen Umfillungen des Salminsulfat.s
wird die Substanz noch genigend gereinigt.
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steht. Hierbei muR man vorsichtig verfahren, weil das auf diese
Weise gefallte Salminsulfat im Uberschuf® 16slich ist und weil
zuviel Schwefelsdure den Niederschlag schmierig macht. Die
Uber dem sich gut absetzenden, leicht schmierigen, gelblichen
Niederschlag stehende Flissigkeit wird durch ein Filter ge-
gossen und der Ruckstand mit absolutem Alkohol versetzt,
wodurch er so kornig und hart wird, dal er sich leicht mit
einem unten breitgedrickten Glasstab zerreiben laRt. Man
dekantiert ihn mehrmals mit Alkohol, dann mit Ather, filtriert
il) und wascht mit Ather, bis das Filtrat wasserklar und
farblos ist. Das im Exsikkator vom Ather befreite Salmin-
>ulfat wird in Wasser geldst, mit einer salzsauren Pepsinldsung
versetzt (auf ca. 10 g Salminsulfat kommen 250 ccm Wasser,
4! g kaufliches Pepsin und 0,5 g HCI) und 24 Stunden im
Brutschrank bei 37° verdaut. Aus der mit Soda neutralisierten
Verdauungsflissigkeit wird das Protamin als Pikrat mit konz.
waliriger Natriumpikratlosung gefallt, durch Ldésen des Nieder-
schlags in Aceton und Fallen mit 20°/0iger Schwefelsdure in
das Sulfat Gbergefiihrt, das wie oben angegeben durch Waschen
mit Alkohol und Ather in feste Form gebracht wird. Durch
Losen in Wasser und Ausfillen mit Alkohol und Ather wird
das Salminsulfat gereinigt, und zwar wird die Umfallung so
oft wiederholt, bis" der Niederschlag feinkdérnig und weill ge-
"orden ist. Nach dem Trocknen mufl} er eine weile Masse
geben, die leicht zu pulvern ist.

Aus 100 g trockenem Sperma wurden nach diesem Ver-
fahren etwa 10 g Salminsulfat erhalten.

2. Feststellung der Alkaleszenzabnahme des Salmins bei der Hydrolyse,
a) Ausfihrung der Hydrolyse.

Um die Zeit der Hydrolyse zu verkirzen (eine Hydrolyse
unter normalem Druck dauert mindestens 10 Stunden), wurde
das Protamin in schwefelsaurer Losung unter Druck zersetzt.
Als Optimum resultierten aus zahlreichen Versuchen folgende
A ersuchsbedingungen:

Das Protaminsulfat wurde in verdinnter Schwefelsgure
gelost, so dal die Losung in Bezug auf Protaminsulfat 10% ig,
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in Bezug auf Schwefelsdure ungeféhr 6gewichtsprozentig war.
Ich brachte diese LOsung in eine Platinschale, welche durch
eine dartbergestulpte groRere Platinschale vor Verunreinigungen
geschitzt war, und setzte sie im Autoklaven wéhrend 2 Stunden
einer Temperatur von 1410 und einem Uberdruck von einer
Atmosphére aus. Die zersetzte Loésung gab keine Biuret-
reaktion mehr und entwickelte in alkalischer Losung kein
Ammoniak. Die dabei entweichenden, schwach alkalisch re-
agierenden Dampfe konnten dem Geruch nach nicht auf Am-
moniak, sondern auf Spuren von Pyrrolidin zurlckgefihrt
werden.

Hohere Temperaturen (166—169°) zersetzten das Arginin,
was an der Abspaltung von Ammoniak erkannt werden konnte ;
niedere Temperaturen (122—130°) spalteten das Protamin nicht
vollkommen, da die Reaktionslosung nach der Zersetzung noch
Biuretreaktion gab.

Eine in Bezug auf das Protaminsulfat hiherprozentige
Losung wurde unregelméaRig zersetzt, da die Reaktionsldsung
nach dem Erhitzen sowohl die Biuretreaktion gab, als auch
Ammoniak entwickelte.

Die Versuche wurden folgendermaRen ausgefuhrt:

2Va g Protaminsulfat wurden unter Zusatz von 71* ccm
“0°/oiger Schwefelsdure in Wasser unter leichtem Erwéarmen
gelost, die Losung auf 250 ccm aufgefillt und in zwei Teile
geteilt. 100 ccm wurden in einer Platinschale auf dem Wasser-
bad auf 10 ccm ein_geengt und dann im Autoklaven 2 Stunden
bei 141° und dem Uberdruck einer Atmosphare gehalten. Die
wenig gelb gefarbte Reaktionslésung wurde auf 100 ccm auf-
gefullt und gleichzeitig mit der Ausgangslosung der Titration
unterworfen. Es wurde n/10-HaS04 und n/10-NaOH verwendet;
als Indikatoren dienten Phenol- und Thymolphtalein.

b) Ergebnisse.

Die zersetzte Losung hatte gegenuber der Ausgangslosung
an Aciditat zugenommen. Die Resultate stimmten zwar nicht
absolut quantitativ Uberein, doch naherten sich die Werte
immerhin in befriedigender Weise.
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Die Versuche mit Clupeinsulfat ergaben eine deutlicli
erkennbare Aciditatszunahme, doch sind die Resultate, weil
die Optimalbedingungen noch nicht gefunden waren, hei diesem
Material nicht so gut wie die bei der Zersetzung des Salmin-
sulfats erhaltenen.

Versuch la. 212 g Salminsulfat aus Rheinlachs wurden
unter Zusatz von 71/, ccm 20%iger Schwefelsdure in Wasser
gel6st und die Losung auf 250 ccm aufgefullt. 100 ccm wurden
auf 10 ccm eingedampft und im Autoklaven zersetzt (135°,
V« Atm. Oberdruck). Nach Auffillung auf 100 ccm wurde titriert.

Vor der Zersetzung verbrauchten:

10 ccm 17,18 ccm n/ic-NaOH; 20 ccm 34,30 ccm  »/10-NaOH.

Nach der Zersetzung verbrauchten:

10 ccm 17,68 ccm »/i#-NaOH; 20 ccm 35,53 ccm u/io>NaOH.

(Die LoOsung zeigte nach der Zersetzung ganz schwache
Biuretreaktion.)

Versuch Ib. Ein Versuch unter genau denselben Be-
dingungen ergab:

Vor der Zersetzung verbrauchten:

10 ccm 17,35 ccm n/io-NaOH; 20 ccm 34,74 ccm »/lo-NaOH.

Nach der Zersetzung verbrauchten:

10 ccm 18,05 ccm u/10-NaOH; 20 ccm 36,10 ccm n/io-NaOH.

Die Titrationen wurden mit Phenolphtalein als Indikator
ausgefuhrt, und zwar wurde auf schwach rosa titriert.

V ersuch 2. 21/2 g Salminsulfat aus Oncorhynchus wurden
unter Zusatz von 7*/a ccm 20%iger Schwefelsgure in Wasser
unter Erwarmen gel6st und auf 250 ccm aufgeftllt. 100 ccm
wurden in einer Platinschale auf 10 ccm eingeengt und im
Autoklaven bei 140°, einem Uberdruck von 1 Atm., 2 Stunden
gehalten. Die Zersetzungsflissigkeit wurde danach auf 100 ccm
aufgeflllt und zugleich mit der Ausgangslosung titriert.

10 ccm verbrauchten mit Phenolphtalein als Indikator:

vor der Zersetzung nach der Zersetzung
(rosa) 16,43 ccm n/10-NaOH 17,16 ccm n/i0-NaOH'
erot) 16,53 ccm n/io-NaOH 17,62 ccm n/i0-NaOH
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10 ccm verbrauchten mit Thymolphtalein als Indikator:

vor der Zersetzung nach der Zersetzung
(hellblau) 16,63 ccm n/io“NaOH 18,07 ccm n/,0-NaOH
(stark blau) 16,77 ccm n/i0-NaOH 18,66 ccm n/10-NaOH

Die Werte stimmen mit den am Protamin des Rheinlachses
gefundenen Werten (berein.

3. Verhalten von Glycinanhydrid und Leucylg-lycin bei der Hydrolyse.
Verhalten des Serins.
Glycinanhydrid.
2,5 g Glycinanhydrid wurden unter Zusatz von 7%*/, ccm
-0%iger H2SO4 in H20 gel6st, die Losung auf 250 ccm auf-

gelallt, 100 ccm auf 10 ccm eingedampft und im Autoklaven
zersetzt (2 Stunden bei 141°, 1 Atm. Uberdruck. Als Indikator

diente Phenolphtalein). Die Reaktionsldsung wurde auf 100 ccm
aufgefullt und titriert.

10 ccm verbrauchten:

vor der Zersetzung nach der Zersetzung
) 16,30 ccm 17,44 ccm »/10-NaOH
) 16,30 ccm 17,40 ccm «/io-NaOH

Waére Glycinanhydrid vollig, d. h. zu dem schwach sauren
Glykokoll aufgespalten worden, so hatte man eine ganz
schwache Aciditatszunahme erwarten durfen. Die starke
Aciditatszunahme ist auf Bildung des stark sauren Glycylglycins
zuriickzufihren.

d, 1-Leucylglycin.

2,5 g synthetisches d, 1-Leucylglycin wurden, ebenso wie
beim Glycinanhydrid angegeben, der Zersetzung im Autoklaven
unterzogen.

Vor der Zersetzung verbrauchten mit Thymolphtalein
als Indikator bis zu stark blauer Farbe titriert:

10 ccm 21,6 ccm n/io-NaOH.
Nach der Zersetzung verbrauchten:
10 ccm 20,8 ccm n/10-NaOH.

Die Aciditatsabnahme entspricht nahezu dem durch die
Ausspaltung erwarteten theoretischen Wert.
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0,1 g Leucylglycin verbrauchten bei der Titration
5,32 ccm n/io‘NaOH.

Aus 0,1 g Leucylglycin missen bei der Spaltung
0,03994 g Glykokoll und
0,0697 g Leucin
entstehen.

0,0399 g Glykokoll verbrauchten bei der Titration
2,02 ccm n/10-NaOH,

0,0697 g Leucin verbrauchten bei der Titration
2,38 ccm n/10-NaOH,

zusammen : 4,40 ccm n/10-NaOH.

Wird also 0,1 g Leucylglycin gespalten, so mul3 eine
Aziditatsabnahme von 5,32 — 4,40 ccm n/10-NaOH eintreten
= 0,92 ccm.

Gefunden wurde eine Abnahme von 0,8 ccm.

Serin.

Um zu untersuchen, ob die Aciditatszunahme, die bei der
Zersetzung des Salmins beobachtet wurde, auf das aus einer
Peptidbindung freiwerdende Serin zuriickzufihren sei, mufte
die Aciditat des freien Serins festgestellt werden.

Zu diesem Zwecke wurde die 3-Oxy-a-Aminopropionsaure
nach der Vorschrift von Leuchs und Geiger!) dargestellt.
Das nach mehrmaligem Umkristallisieren farblos kristallisierende
Produkt schmolz bei 238° (unkorrig.).

Es wurde eine u/10-Losung des Serins hergestellt und mit
n/10-NaOH unter Benutzung von Phenolphtalein und Thymol-
phtalein als Indikatoren titriert.

10 ccm n/10-Serinldsung verbrauchten:

0,6 ccm n/10-NaOH bis zur schwach roten Férbung, ;
1,2 ccm n/10-NaOH bis zur stark roten Farbung,
wenn Phenolphtalein als Indikator benutzt wurde;

4 ccm n/10-NaOH bis zur schwach blauen Farbung,
8 ccm nfio*NaOH bis zur stark blauen Farbung,

wenn Thymolphtalein angewandt wurde.

[) Ber. d. dtsch. ehern. Ges. Bd. 39, S. Ss644 (1906).
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 19
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Boi der Titration mit Thymolphtalein war der Umschlag
aulerst schlecht zu erkennen und die angegebenen Werte dirfen
demnach nur als N&herungswerte angesehen werden.

Um nun mit einer LOsung zu arbeiten, die in Bezug auf
das Serin prozentual ann&hernd ebenso zusammengesetzt ware,
wie die in der vorstehenden Arbeit untersuchte Zersetzungs-
flissigkeit, wurde eine n/100-Serinlésung auf ihr Verhalten ge-
praft.

(In 100 ccm einer n/ioo-Serinlésung befinden sich 0,105 g
Serin. In 100 ccm der Zersetzungslésung missen nach den
bisher bekannten Gewichtsverhaltnissen 0,061 g Serin enthalten
sein, da in 100 ccm 1 g Salminsulfat waren.)

10 ccm Df/ioo“Serinlésung verbrauchten:

0,09 ccm n/10-NaOH bis zur schwach roten Farbung,
0,3 ccm n/ik-NaOH bis zur stark roten Farbung

. bei Anwendung von Phenolphtalein;

0,6 ccm n/10-NaOH bis zur schwach blauen Farbung,
0,8 ccm n/10-NaOH bis zur stark blauen Féarbung,
wenn Thymolphtalein benutzt wurde.
Auch bei dieser Titration konnen die Werte, die mit Thymol-
phtalein als Indikator erhalten wurden, nur als N&herungs-
werte betrachtet werden, da der Umschlag auf3erst unscharf war.
Vergleicht man nun dieses Ergebnis mit den sehr viel

hoheren Werten der Aciditatszunahme, die bei der Spaltung
des Salmins gefunden wurden, so ist sofort klar, daR diese
Zunahme nicht nur auf das aus einer Peptidbindung frei-
werdende Serin zurtickzufiihren ist.

4. Nachweis der Polypeptide unter den Beaktionsprodnkten.

Erster Versuch (Salmin von Rheinlachs),
a) Hydrolyse und Bestimmung der Alkaleszenz.
10Va g Salminsulfat wurden in 5 Teilen zu je 2,1 g nach dem
oben beschriebenen Verfahren im Autoklaven hydrolysiert. Die
Reaktionslosungen zeigten keine Biuretreaktion mehr und ent-
wickelten, alkalisch gemacht, Lackmuspapier schwach blauende
Dampfe, die nicht nach Ammoniak rochen und ho6chstwahr-
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scheinlich Spuren von Pyrrolidin enthielten. Harnstoff war
nicht nachzuweisen.

2V2 g des Protaminsulfats wurden nach oben gegebener
Vorschrift vor und nach der Zersetzung der Titration unter-
worfen. Als Indikator wurde Thymolphtalein benutzt.

Vor der Zersetzung verbrauchten:
schwach blau stark blau
10 ccm 16,73 ccm n/io**a(3H 16,8 ccm n/j0-NaOH,

nach der Zersetzung verbrauchten:
10 ccm 18,1 ccm n/10-NaOH 19,4 ccm n/10-NaOH.

b) Bestimmung des formoltitrierbaren Stickstoffes und des
Gesamtstickstoffes in der Arainosaurefraktion.

Der Rest der lleaktionsflussigkeit wurde nun nach eineiji
Verfahren, welches dem im zweiten Versuch (s. unten!) be-
schriebenen im wesentlichen entsprach, vom Arginin befreit
und die Lésung, welche nur die Monoamidosduren oder deren
Peptide enthalten konnte, auf 100 ccm aufgefullt, von denen
dreimal je 10 ccm einer Formoltitration und einer Kjeldahi-
bestimmung unterworfen wurden.

L
8 g Saljninsulfat verarbeitet:

Formoltitration (Indikator: Thymolphtalein):
10 ccm entsprachen 2,61 ccm n/5-NaOH = 7,308 mg N.

Kjeldahlbestimmung:
10 ccm entsprachen 3,70 ccm n/5-NaOH = 10,40 mg N.

.
10Va g Salminsulfat verarbeitet:

Formoltitration:
10 ccm entsprachen 3,36 ccm %-NaOH

9,408 mg N.
Kjeldahlbestimmung:
10 ccm entsprachen 4,45 ccm %-NaOH == 12,26 mg N.
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Die unter | und Il angefuhrten Zahlen sind Mittelwerte
aus drei gut Ubereinstimmenden Versuchswerten.

Da die Kjeldahlbestimmung hohere Werte lieferte als die
Formoltitrierung, mufte das Vorhandensein von Peptidbindungen
angenommen werden. Dies wurde durch folgenden Versuch
bestatigt.

Die tbrigen 70 ccm der Lésung wurden mit 3 ccm 20%iger
Schwefelsdure angesauert, wobei ein betrachtlicher Nieder-
schlag von Bariumsulfat ausgeschieden wurde. Von diesem
Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat auf 100 ccm
aufgefillt. 50 ccm der Losung wurden nach bekannter Vor-
schrift im Autoklaven zersetzt und gleichzeitig mit dem Rest
der Ausgangslésung titriert. Als Indikator diente Thymol-
phtalein (auf stark blau titriert; der Farbstoff wurde offen-
sichtlich von den Abbauprodukten verzehrt, so dal3 sehr schnell
gearbeitet werden mufite).

Vor der Zersetzung verbrauchten:
10 ccm 18,4 ccm n/10-NaOH,
nach der Zersetzung:
10 ccm 18,02 ccm n/10-NaOH.

Die Aciditatsabnahme lait auf Entstehung von Monoamino-
sauren aus Polypeptiden schliefen. Es konnte weder vor noch

nach der Zersetzung Ammoniak oder Harnstoff nachgewiesen
werden.

Zweiter Versuch (Salmin von Oncorhynchus).
a) Trennung der Aminosauren vom Arginin.

16 g Salminsulfat wurden unter den oben angegebenen
Bedingungen in 8 Teilen zu 2 g (10 ccm 6%ige Schwefel-
saure, 140°, Uberdruck 1 Atm., 2 Stunden) im Autoklaven
zersetzt. Die Reaktionslosungen zeigten weder Biuretreaktion,
noch entwickelten sie, alkalisch gemacht, Ammoniak. Siewurden
alle vereinigt und mit so viel kochender Silbersulfatldsung
(3mal 14 g Silbersulfat in 1 1 Wasser) versetzt, bis eine Tupfel-
probe der Lésung mit Barytlosung einen braunen Niederschlag
gab. Die Losung wurde nach dem Erkalten mit so viel kon-
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zentrierter heilBer Barytlosung (120 g in 150 ccm Wasser) ver-
setzt (unter Umrlhren vorsichtiger Zusatz), bis sie stark al-
kalisch reagierte. Der braune Niederschlag wurde abfiltriert,
mit Seesand und barythaltigem Wasser verrieben, abfiltriert
und dieses Verfahren dreimal wiederholt. Die vereinigten
Filtrate wurden mit Schwefelsdure angesauert, mit Schwefel-
wasserstoff zur Entfernung des Uberschiissigen Silbers gesattigt,
mit Baryt alkalisch gemacht und mit Kohlendioxyd neutra-
lisiert. Der starke, weile Niederschlag wurde abfiltriert,
dreimal mit Seesand und Wasser verrieben und abfiltriert.

Um einer volistindigen Abtrennung des Arginins sicher
zu sein, wurde die Silberbarytfallung noch einmal wiederholt.
Zu diesem Zweck wurden die Filtrate zur Trockne gedampft,
mit Wasser aufgenommen, filtriert, mit Schwefelsdure an-
gesduert und mit kochender Silbersulfatlosung versetzt. Es
entstand sofort ein gelber, schnell braun werdender Nieder-
schlag, der schwefelhaltig war. Da die Reaktion Thioschwefel-
saure vermuten liel3, wurde die Probe mit Jod gemacht, die
positiv ausfiel. Da die Thioschwefelsdure den Gang des Ver-
suches vorlaufig nicht storte, wurde sie unberiicksichtigt ge-
lassen, und die ganze Fé&llung des Arginins mit Silber noch
einmal durchgefihrt.

h) Bestimmung des Formolstickstoffs und des Gesamtstick-
stoffs in der Aminosaurefraktion.

Die zuletzt erhaltenen, schwach alkalisch reagierenden
Filtrate wurden eingedampft, filtriert, mit Schwefelséure gegen
Azolithminpapier neutralisiert und auf 100 ccm aufgefullt.
Davon wurden dreimal je 10 ccm einer Formoltitration mit
nachfolgender Kjeldahlbestimmung 'unterworfen.

Formoltitration: 10 ccm verbrauchen 6,05 ccm n/6-NaOH,
entspr. 16,912 mg N.

Kjeldahlbestimmung: 10 ccm verbrauchen 8,07 ccm n/ft-NaOH,
entspr. 22,596 mg N.

Das Verhaltnis der beiden Zahlen ist dasselbe, wie das
bei den ersten Versuchen (S. 277) gefundene, auch hier ist das
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Vorhandensein von Peptiden der Monoaminosaurefraktion nach-
gewiesen.

¢) Molekulargewichtsbestimmungen in der Aminosaure-
fraktion.

Die von den N-Bestimmungen ubrig gebliebenen 70 ccm
der Loésung wurden mit so viel Schwefelsdure versetzt, daR die
Losung 6°/o0 Schwefelsdure enthielt; sie wurde dann zum Sieden
erhitzt und vier Tage stehen gelassen. Eine Probe mit Silber-
nitrat versetzt, gab keinen Niederschlag mehr, ein Beweis,
dall die Thioschwefelsdure zerstort war. Nun wurde mit
Barytlosung alkalisch gemacht und mit Schwefelsdure genau
alles Barium entfernt, so dal} die Losung nur die Aminoséduren
enthielt. Sie wurde eingedampft und die Ruckstdnde, die
teilweise kristallinische Struktur zeigten, im Vakuum bei 100°
getrocknet. Es dauerte sehr lange, bis die hygroskopische
Substanz im Wagerdhrchen konstant war. Die Substanz be-
trug 0,9352 g. Da wegen ihrer hygroskopischen Beschaffen-
heit ein Pulvern und Einbringen in kleine Wéagerdhrchen nicht
moglich war, wurde eine konzentrierte Losung hergestellt, die
mittels einer Wagepipette in das Gefrierrohr zur Molekular-
gewichtsbestimmung gebracht wurde. Zuvor angestellte Ver-
suche, Glykokoll und Alanin in Lésung zur Molekulargewichts-
bestimmung zu verwenden, ergaben gute Resultate.

In einem gut schlieBenden Wageglas wurden 0,9352 ¢
Substanz in 10,0094 g H"O gelost. Es wurden drei Molekular-
gewichtsbestimmungen ausgefuihrt, die die Werte :

130 120,4 121,4
ergaben.
1. 1,0234 g Losung ergaben in 10,0094 g Wasser (d. i.
0,0874 g Substanz in 10,9453 g Wasser) eine Depression von
0,116°. Nach der bekannten Formel M = — A ergibt

/AL
sich aus den erhaltenen Werten M = 130.

2. 2,0797 g Losung in 10,0094 g Wasser (d.i. 0,1777 g
Substanz in 11,9113 g Wasser) ergaben eine Depression von
0,234°. Daraus berechnet sich M = 120,4.
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3. 3,1543 g Lo6sung in 10,0094 g Wasser (d. i. 0,2695 g
Substanz in 12,904 g Wasser) ergaben eine Depression von
0,325°. Daraus berechnet sich M= 121 4.

d) Bestimmung der absoluten Aciditat der Aminosaure-
fraktion.

Die LoOsung wurde quantitativ in ein MeRkdlbclien ge-
bracht und auf 100 ccm aufgefillt. Davon wurden zweimal
je 40 ccm gebraucht, um die absolute Aciditat zu bestimmen,
und dann wurde der Gfesamt-N bestimmt.

40 ccm (entsprechend 0,1078 g Substanz) brauchten, um
einen rosa Farbenton mit Phenolphtalein zu geben:

a) 0,48 ccm n/10-NaOH b) 0,51 ccm V,0-NaOH,;
um einen roten Farbenton zu geben:
a) 0,74 ccm n/10-NaOll b) 0,79 ccm n/10-NaOH.
Aus diesen Zahlen 143t sich das \ erhéltnis der Abnahme

der Gesamtalkaleszenz zur Zunahme der Aciditat des Monoamino-
sdaureanteils ersehen. Die Alkaleszenzabnahme von 0,1 g Salmin-
sulfat betrug 0,7 ccm n/10-Saure. 0,1 g Salminsulfat enthalt
0.016 g Aminoséauren. Waére die Alkaleszenzverminderung vollig
auf die Aciditatssteigerung des Monoaminosaureanteils der Zer-
setzungsprodukte zu beziehen, so mufRte 0,016 g der Monoamino-
saurefraktion ebenfalls 0,7 ccm n/10-Alkalildsung entsprechen.
Dies ist aber nach obigen Zahlen nicht der Fall, denn es ent-
sprechen ungefahr 0,1078 g anndhernd 0,5 ccm n/10-Alkali-
I6sung (rosa Farbenton mit Phenolphtalein). Die Aciditat des
Monoaminoséureanteils ist also viel zu gering, um die bei der

Hydrolyse des Salmins eintretende Alkaleszenzabnahme zu er*-
klaren.

e) Weitere Zersetzung der Aminosaurefraktion.
Die von den Molekulargewichtsbestimmungen Ubrig ge-
bliebene Ldsung wurde auf 200 ccm aufgefillt.

Je 50 ccm wurden in einer Platinschale mit 6 ccm 20°/oiger

Schwefelsdure auf 20 ccm eingedampft und bei 140° und 1 Atm.
Uberdruck 2 Stunden gehalten.

Nach der Zersetzung wurde die Schwefelsaure durch Baryt
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entfernt, von dem Niederschlag abfiltriert und die L&sun«
gegen Azolithminpapier neutralisiert.

Die Losung wurde in 4 Teile geteilt, ai), b, ¢ und d.

b verbrauchte bei der Formoltitration 4,38 ccm n/5-NaOH,

c » o y 4,65 ccm u/5-NaOH,
d » « ¥ » 4,39 ccm n/6*NaOH.

Thymolphtalein wurde als Indikator angewandt.

Die Losungen wurden nun nach Kjeldahl zersetzt und
der Gesamt-N bestimmt.

bentsprach 4,90 ccm n/6-NaOH,

c . 5,30 ccm  n/6-NaOH,
d y 4,88 ccm “/5-NaOH.
Die Formoltitration ergabeinen Stickstoffgehalt von:
b = 12,264 mg, ¢ = 13,02 mg, d = 12,29 mg.
Die Kjeldahlbestimmung ergab einen Stickstoffgehalt von:
b = 13,72 mg, ¢ = 14,84 mg, d = 13,76 mg.

Das Verhaltnis ;iis;wkmff, welches m Versuch 4b,
nnnostickstoff

26
S. 279, gleich 12— = 1,34 gefunden war, hatte sich somit in-

folge der tiefergreifenden Hydrolyse auf &:1,1 erniedrigt

— ein weiterer Beweis flr das Vorhandensein einer Peptid-
bindung in der Monoaminosaurefraktion.

*) Die Analyse a ging verloren.



