Ober die Trennung von Histidin und Arginin.

Von.
A. Kossel und 8. Edlbtcher.

Auh dem Institut fur EiweiBfonehung [Stiftung Behringer] Universitat Heidelberg.)

Die Trennung des Histidins vom Arginin wurde nach
dem urspriinglichen Verfahren von A. Kossel und F. Kut-
scherl) in folgender Weise bewirkt:

..Fugt man zu einer sauren Lo&sung, die Arginin und
Histidin, und zugleich einen UberschuR von Silbernitrat ent-
halt, vorsichtig Barytwasser hinzu, so fallt zuerst das Histi-
dinsilber aus. Nachdem die Ausscheidung des Histidinsilbers
beendet ist, wird durch weiteren vorsichtigen Zusatz von Baryt
zunachst kein Niederschlag bewirkt, erst bei etwas starkerem
Barytiberschu3 fallt das Argininsilber. Als Erkennungsmittel
fir die vollige Ausfallung des Histidins benltzten wir am-
moniakali8che Silbernitratlosung, welche nach Redin einen
unloslichen Niederschlag von Histidinsilber (C*"H? Ag,N3Ot)
gibt.”

A. lossei versuchte spéater dieses etwas umsténdliche
Verfahren in der Weise zu vereinfachen, dal3 er die Herstel-
lung des erforderlichen geringen Alkaleszenzgrades nicht durch
Barytwasser unter Kontrolle der ammoniakalischen Silber-
I6sung, sondern durch Baryumcarbonat bei Siedetemperatur

O Diese Zeitschr. Bd. 81, S. 171 (1900).
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bewirkte'). Diese letztere Modifikation wurde dann von F
Weil3*) genauer beschrieben.

Sie wurde bei zahlreichen Analysen im hiesigen Institut
benutzt und erwies sich in den beobachteten Fallen als
brauchbar.

Spater traten jedoch Zweifel Ober ihre allgemeine An-
wendbarkeit auf und es entstand die Frage: bei welcher
Wasserstoffionenkonzentration ist die Fallung des Histidin-
silbers beendet und bei welcher beginnt die Fallung des Ar-
gininsilbers?

Die Alkaleszenz einer n/50 Histidinlésung ist geringer
als die emer n/50 Argininlésung; erstere rotet nach unserer
Beobachtung Phenolphtalein, blaut aber eine Lo&sung von
Thymolphtalein nicht, letztere steht an der Grenze der Blau-
farbung des Thymolphtaleins. (Die Argininlosung war nicht
ganz frei von Arginincarbonat.)

Ist nun zur volligen Ausfullung des Histidinsilbers die
Gegenwart des starker alkalischen Arginins erforderlich, oder
genugt hierzu die Entstehung von freiem Histidin?

Ware ersteres der Fall, so ware die Anwendung des
Baryumcarbonates auf diejenigen Falle beschrankt, in denen
neben dem Histidin eine gewisse Menge Arginin vorhanden ist.

Zur Entscheidung dieser Frage stellten wir folgenden
Versuch an:

Eine n/50 Histidinlésung (also die freie Base) wurde
zundchst mit Salpetersaure ganz schwach angesauert und
hierauf Silbernitrat zugesetzt, bis eine Tupfelprobe mit Baryt-
wasser starke Braunftrbung ergab. Hierauf erfolgte Zusatz
von Barytwasser bis zur Lackmusneutralitat und nun allmahlich
weiterer Zusatz des Barytwassers. Es beginnt eine Aus-
schabung von Histidinsilber. Zur Prifung der Reaktion
wurde von Zeit zn Zeit eine kleine Probe der Uber dem
Niederschlag stehenden Flussigkeit entnommen, zur Entfernung

O Diese Zeitachr. Bd. 49, S. 318 (1906).
*) Biese Zeitschr. Bd. 52, 8. 112 (1907).
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des gelOsten Silbers mit 10°/oiger Kochsalzlosung versetzt, vom
Silberniederschlag abfiltriert und das Filtrat mit Phenolphtaiein
bzw. Thymolphtalein gepruft. Hierbei zeigte sich, dall mit
Beginn der Phenolphtaleinrétung bereits samtliches Histidin
ausgefallt ist.

Hierdurch wird erwiesen, dal die Gegenwart des Arginine
fur die Histidinfallung nicht noétig ist. Dasselbe ergab sich
aus folgendem Versuch:

100 cm8 einer n/50 Histidinlosung wurden mit verdiinnter
Salpetersdure schwach angesauert und mit 50 ccm einer 5 °/0igen
Silbernitratlosung versetzt (TUpfelprobe mit Barytwasser stark
braun). Nun wurde mit Uberschissigem Baryumcarbonét
10 Minuten energisch gekocht, der Niederschlag abgesaugt,
gewaschen und sodann mit verdinnter Schwefelsdure aufge-
kocht, bis die Kohlensdureentwicklung aufhorte. In die Lésung
wurde Schwefelwasserstoff eingeleitet, der UberschuRR dieser
Gase durch Kochen vertrieben und vom Schwefelsilber und
Baryumsulfat abgesaugt. Der Niederschlag wurde Smal mit
schwach angesduertem Wasser verrieben und abgesaugt und
das Filtrat und die vereinigten Waschwésser gemeinsam auf
100 ccm eingedampft. Von dieser Flussigkeit wurde in 20 ccm
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt:

20 ccm ergaben 16,38 mg N. Von der urspringlichen
Losung gaben 20 ccm 16,87 mg N, es wurden somit 97,1°/ .
des angewandten Histidins wiedergefunden.

Eine Wiederholung der Bestimmung ergab:

20 ccm wie oben = 18,48 mg N, 20 ccm der urspring-
lichen Ldsung = 18,62 mg N, somit wurden 99,26% des
Histidins auf diese Art wiedergewonnen.

Das zur Untersuchung des Histidins erwahnte Verfahren
wurde von uns zur Feststellung des Verhaltens anderer Basen
benutzt und es ergab sich hierbei, da das zur Trennung von
Histidin und Arginin benutzte Verfahren auch bei der Auf-
suchung und Isolierung von Imidazol, Carnosin, Guanidin und
Methylguanidin Verwendung finden kann. Das Nahere ist

aus der folgenden Zusammenstellung zu ersehen.
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Base

Histidin
freie Base

Imidazol

Carnosin

Guanidin

Methyl-
guanidin

Arginin

Kreatinin

Glykokol)

Von
saurer Reaktion
bia Eintritt der
ljackmusneutralitit

Fallung

Fillung

noch keine Fullung

keine Fillung

keine Fllung

keine Fillung

Auch bei starker
Back musalkaleszenz
keine Fallung

Eintritt der
Phenolphtalein-
rétung

Die Ausfillung ist,

vollendet
vollige Ausfillung

Flllung beendet,
wenn im Filtrat
Ra6tung

Fillung beendet,
wenn RoOtung im
Filtrat

Fillung unvoll-
standig

keine Fillung

keine Fillung

Beginn einer
weiften Fillung

Eintritt der
Thymolphtalein-
bliluung

Féllung beendet

Féllung beendet

Fallung unvoll-
standig

Niederschlag braun



