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Dans la derni~re publication de cette s~rie 1, nous avons d~crit une m~thode per- 
met tant  de s~parer quantitativement les acides amin6s et 6ventuellement les peptides 
provenant de l 'hydrolyse d'une prot~ine en les groupes suivants: compos~s basiques, 
compos6s acides, compos~s neutres aromatiques et composks neutres non aromatiques. 
Prenant comme r6f6rences les r6sultats obtenus ant6rieurement par TRISTRAM 2, n o u s  

avons v6rifi~ la validit6 de cette m6thode en l 'appliquant hun  hydrolysat total d'insuline, 
dont les acides amin6s avaient pu ~tre ainsi fractionn6s en groupes bien distincts. Dans 
le pr6sent travail, nous d6terminons la proportion de chacun des acides amin6s dans 
chacun de ces groupes, nous 6tudions la validit6 de la m6thode quantitative de chromato- 
graphie sur papier, dont le principe a 6t~ donn6 par FISHER, PARSONS ET MORRISON $ 
et par BRIMLEY*, en l 'appliquant aux fractions contenant les acides amines neutres, 
aromatiques et non aromatiques; enfin nous indiquons, bask sur la chromatographie 
quantitat ive sur papier, un proc6d6 de dosage sp~cifique de la proline. 

P A R T I E  EXP/~RIMENTALE 

TECHNIQUES 

lnsuline. L'insuline utilis~e est de l'insuline cristallis~e ~t 9 7 U.I./mg. Elle a la m~me 
origine que ceUe de notre pr~c6dent travail. Son hydrolyse complete a ~t~ faite par 
l'acide chlorhydrique 5.5 N, en tube scell~, sous vide, ~ IIO ° pendant 2 4 h.; le traitement 
et le fractionnement de l 'hydrolysat ont ~t~ d~crits ant~rieurement a. 

M~thodes analytiques. Le dosage des acides amines individuels est effectu~ par les 
proe~d~s suivants: 

Bases hexoniques: Arginine et histidine d'apr~s SAICAGUCHI ET PAOLI respective- 
ment, selon les proc6d~s de MCPHERSOr#; lysine caleul~e par difference. 

Acides dicarboxyliques: Acide aspartique d'apr~s FROMAGEOT ET COLAS6; acide 
glutamique calcul~ par difference. 
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Acides amin0s neutres aromatiques: Ph6nylalanine d'apr~s FISHER el COl.3; tyrosine 
d'apr~s FOLIN ET MARENZI ?. 

Acides amin6s neutres non aromatiques: Glycocolle d'apr~s ALEXANDER, LAND- 
WEHR ET SELIGMAN se t  d'apr~s FISrlER et col. ; alanine et s6rine d'apr~s FISHER el col. ; 
thr6onine d'apr~s WINNICK 9 et d'apr~s FISHER et col.; valine, leucine et isoleucine 
d'apr~s SCHWEIGERT, MCII~rYRE, ELVEHJEM ET STRONG t° it l'aide de Laclobacillus 
arabinosus, et, pour la valine, d'apr~s FXSHER el col. ; proline d'apr~s la m~thode indiqu6e 
ci-dessous. La cystine est d6termin~e sur un hydrolysat special, d'apr~s FOLIN ET 
MARENZl 1~. 

En ce qui concerne la m6thode de FISHER el col., elle est utilis£'e dans les conditions 
d~crites dans une publication pr6c6dentO ~; le nombre des taches ayant servi it l'6tablisse- 
ment des moyennes est indiqu6 entre parentheses. 

Dosage de la proline 

La proline 6tait jusqu'ici assez difficile it doser de fa~on sp6cifique; aueune m~thode 
chimique n'~tait capable de s'appliquer it des quantit6s de l'ordre de quelques micro- 
grammes. Le proc6d6 que nous utilisons ici consiste en une chromatographie quantitative 
sur papier, au cours de laquelle la proline est r6v~16e par l'isatine, et non par la nin- 
hydrine. GRASSMANN ET VON ARNIM 13 ont montr6 que l'isatine donne avec la proline 
une coloration bleue, due it la formation du compos6: 

c c / N ~ c  - I C  ~, 

HI 

r~ 

Ils avaient d~jit constat~ la fixation de la mati~re colorante sur des fibres d'ac6tate de 
cellulose, et utilis~ ce ph~nom~ne pour la microcaract6risation de la proline. Ici, la 
proline ayant ~t~ s~par~e par chromatographie sur papier, la r6action est ex6cut~e sur 
le papier, et la concentration en proline est d~termin~e d'apr~s la surface des taches 
form~es, surface qui est, selon FISHER el col. s, proportionnelle au logarithme de la con- 
centration en l'acide amin& 

Mode op~ratoire. Soit it doser la proline dans un hydrolysat de prot~ine obtenu par 
action de l'acide cklorhydrique. L'hydrolysat ayant 6t6 soumis aux s~parations indiqu~es 
pr6c~demment x, la proline se trouve dans le filtrat final, avec l'ensemble des acides 
monoamin~s monocarboxyliques non aromatiques. On concentre ~ventuellement cette 
derni~re fraction et, par dilution convenable, on en pr6pare une solution, telle que la 
concentration en proline soit comprise entre 300 et I5OO/*g par ml. On dispose d'autre 
part  d'un~ s~rie de solutions de proline pure, de concentrations ~chelonn~es entre 300 
et I5oo/zg par ml, et qui servent it ~tablir une ~chelle de r~f~rence. De chacune de ces 
solutions on pr61~ve des volumes rigoureusement ~gaux, compris entre 3 et 5/~1, qu'on 
d~pose it la partie sup6rieure de la feuille de papier utilis~e pour la chromatographic 
(papier Whatman no x). On op~re ensuite de la fagon habitueUe, en d~veloppant par 
du butanol normal additionn6 de lO% d'~thanol absolu, le m~lange ~tant satur~ d'eau. 
Le R F de la proline est alors de o.zo, et la s~paration de la proline des autres acides 
amines neutres non aromatiques est tr~s bonne. L'isatine est ut i l is~ en solution it o.z % 
dans du butanol normal contenant 4% d'acide ac~tique pur. Dans ces conditions la 
proline donne des taches d'un bleu intense, r~guli~res, se d6tachant nettement sur un 
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fond 16g~rement jaune, et particuli~rement commodes pour des d6terminations quanti ta-  
t i res;  on abandonne 24 h k l'obscurit6 et on mesure les surfaces au planim~tre. On 
op~re ensuite comme dans le cas g~n6ral: utilisant les valeurs trouv6es ~ l'aide des 
solutions 6talons, on trace la droite repr~sentant les surfaces en fonction des logarithmes 
des concentrations; le report sur cette droite des valeurs trouv6es pour les surfaces des 
taches fournies par  les solutions ~ doser permet de d~terminer les quantit6s de proline 
contenues dans chacune de ces solutions. 

Remarques. Sauf l 'hydroxyproline, les autres acides amin6s susceptibles d 'accom- 
pagner la proline ne donnent avec l'isatine que des taches roses peu visibles et qui 
disparaissent apr~s quelques heures, alors que les taches bleues de la proline persistent 
avec toute leur intensit6 pendant  plusieurs jours. Quant ~ l 'hydroxyproline, eUe fournit 
des taches qui, ~ concentrations 6gales, pr6sentent une coloration beaucoup plus faible 
que celles de la proline; cette faiblesse de coloration emp~che l 'emploi de la m~me 
m6thode pour le dosage sp~cifique de l 'hydroxyproline. Les taches donn6es par cette 
demi~re ne g~nent d'ailleurs nullement le dosage de la proline, car, sur le papier, elles 
se placent bien au-dessus de celles de cet acide amin~. 

La coloration bleue n'est  stable que si elle est fix6e sur un support  solide, papier 
(cellulose), ou ac6tate de cellulose; malgr6 de nombreuses tentatives, nous ne sommes 
pas arrives ~ ~tablir des conditions telles que la coloration r~sultant de la r6action entre 
isatine et proline soft suffisamment stable en solution pour permettre des mesures 
spectrophotom~triques pr~cises. 

R]~SULTATS 

NDUS donnons les r~sultats obtenus au cours de l 'analyse totaJe de l'insuline dans 
les Tableaux I e t  II .  A titre de comparaison, nous indiquons dans le Tableau I I  les 
chiffres publi6s pr6c~demment d'une part  par  BRAND t* et d 'autre  part  par CnmNALL tS, 16 
et par TRISTRAM 2, 17. Ces r~sultats montrent  que: 

x. I1 existe un accord tr~s satisfaisant entre l 'azote total  de chacun des groupes 
s6par~s par  chromatographic et l 'azote de la somme des acides amines contenus dans 
chacun de ces groupes, cette somme ~tant calcul~e soft ~ part ir  des donn~es des auteurs 
anglais, soft ~ part ir  des donn~es actuelles. Cet accord indique que les divers acides 
amin6s de l'insuline se comportent,  au cours de l 'hydrolyse acide de la prot6ine, tout  
autrement  que ceux du lysozymelS; ils se r6v61ent beaucoup plus stables. Peut-~tre cette 
difference est-elle due t~ l 'absence de t ryptophane dans l'insuline; on sait, en effet, que 
la destruction du t ryptophane au cours de l 'hydrolyse acide d'une prot6ine entratne 
souvent celle de toute une s6rie d 'autres  acides amines, et ce, d'une faqon encore diffi- 
cilement pr6visible. 

2. II existe un accord g~n~ral satisfaisant entre les valeurs de chaque acide amin6, 
d6termin~es individuellement dans le prC~ent travail d 'une part,  et darts les t ravaux  
ant~rieurs d ' au t re  part .  Dans l'ensemble, les ~carts entre nos r~sultats et ceux de 
CHIBNALL et de TRISTRAM sont suffisamment faibles pour que nous trouvions les m6mes 
nombres entiers de r~sidus d'acides amin6s dans l'unit~ ~l~mentaire d'insuline, de poids 
"mol6culaire" de I2 ooo. 

3- Trois acides amin6s font toutefois exception; ce sont l'acide glutamique et la 
leucine, pour chacun desquels nous trouvons un r~sidu de plus, et la proline pour laquelle 
nous trouvons un r~sidu de moins. 
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TABLEAU I 

ACIDES AMIN]~S DE L ' INSULINE 

CHIFFRES EXPRIMt~S EN G D'ACIDES AMIN]~S POUR IOO G DE PROTI~INE A I5.3~/O D'AZOTE TOTAL 

Acide 
amin6 

Ar_~inine* 
Histidine * 
Lvsine * 
Ac. aspartiquc 
Ac. elutamique 
Ph~nylalanine 
Tyrosine 
Glycocolle 
Alanine 
S6rine 
Cystine 
Thr6onine 
Valine 
Leucine 
Isoleucine 
Proline 
Amide (N) 

Analyse par 
m6thode autre 

que la 
chromatographie 

sur papier 

2.87 
5.00 
2.72 
5.45 

I9.3 

12.2 

4.1 

12. 4 
2 .3  
7.1 

14.6 
1.6 

I. 4 

Analyse par 
chromatographie 

sur papier 

D 

q 

8.2 (5) 

4.8 (9) 
4 .6 (7) 
5.2"* (9) 

2.2 (9) 
7.4 (14) 

2.0 

Moyenne 
g6n6rale 

2.8 7 
5.00 
2.7z 
5-45 

19.3 
8.2 

12.2 

4.5 
4.6 
5.2 

i2.~. 
2.3 
7.3 

I4.6 
1.6 
2 .0  
1.t 

* Base libre. 
** Corrig6 de + 8% pour tenir compte de la destruction au cours de l'hydrolyse. 

En ce qui coneeme l'acide glutamique, nous trouvons exp6rimentalement un 
nombre de r6sidus de 16, ce r6sultat 6tant obtenu par diff6rence entre l'azote total de la 
fraction "acide" et l'azote de l'acide aspartique; l 'accord entre cette valeur et celle de 
CHIBNALL (15.2 arrondi ~ 15) est, en fait, satisfaisant, et dans l '6tat actuel des m6thodes 
chimiques d'analyse il est impossible de d6cider entre les valeurs de 15 et 16 pour le 
nombre de r~sidus d'acide glutamique dasls l'unit6 61~}mentaire d'insuline. 

Pour la leucine, la valeur d6termin~e par nous (13. 4 r6sidus, arrondis ~ 13) ne 
s'~carte que de 8% de celle (12. 4 r~sidus, arrondis ~ 12) trouv6e par TRISTRAM, 1~ 
encore, il est difficile de d6cider entre ces deux valeurs; mais comme au cours du dosage 
microbiologique de la leucine nous avons retrouv~ les m~mes r~sultats avec un m~lange 
synth~tique d'acides amin6s correspondant ~ l 'hydrolysat d'insuline, nous pensons que 
la valeur 13 pour le nombre de r6sidus de leucine clans l'unit~ 616mentaire d'insuline est 
la plus probable. 

En ce qui concerne la proline, la difference entre notre rdsultat (2.2 r6sidus, arrondis 
2) et celui de TRISTRAM (2. 7 r~sidus, arrondis ~ 3), n'est considerable, ~tant donn6 les 

m6thodes utilis6es, que par le fait d'avoir arrondi au nombre le plus proche: l'~cart 
passant ainsi de 20 ~. 50%. La comparaison de la surface des taches obtenues ~ partir 
d 'un hydrolysat r~el d'insuline d'une part, et d'un m61ange d'acides amines de m~me 
composition, mais contenant la proportion de proline (2.56%) indiqu~e par TRISTRAM, 

nous a montr~ qu'il y a nettement moins de proline dans l 'hydrolysat de la prot6ine. 
Si on 6carte l'hypoth~se d'une destruction d'une pattie de la proline au cours de l 'hydro- 
lyse, on est conduit h admettre qu'il y a seulement 2 r~sidus de proline dans l'unit6 
~16mentaire d'insuline. 
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TABLEAU II 
BILAN DES DIVERSES FORMES D'AZOTE DANS L'INSULINE 

A = azote des acides amines pour xoo de l 'azote total de la prot~ine 
F = azote des diverses fractions, calcul6/t partir de I'azote des acides amin6s pour les r~sultats de 

BRAND, de CHIBNALL et de TRISTRAM, OU trouv~ exp~rimentaiement dans les fractions iso16es 
par chromatographie pour le present travail. 

C = azote calcul6 b. parch- du nombre des r6sidus (R) des acides amines contenus dans la fraction. 
Azote total des ~t~hantillons d'insuline analys~s: BRAND 14 16.O~/o, CHIBNALL 16. 16 et TRXSTRAM s, 1T 
X5.5~/O, present travail 15.3°//o. 

Formes de l'azote 

Fraction basique 
Arginine 
Histidine 
Lysine 

Fraction acide 
Ac. aspartique 
Ac. glutamique 

Fraction aromatique 
Ph~nylalanine 
Tyrosine 

Fraction neutre non 
aromatique 

Glycocolle 
Alanine 
S~rine 
Cystine 
Thr~onine 
Valine 
Leucine 
Isoleucine 
Proline 

Amidc 

Total 

B [ CHIBNALL, 
RAND TRISTRAM 

A 

I9 .1  

16.5 

I0 .  I 

40.7 

I 1.0 

97.4 

I7.7 
7.c 
9.c 
3.1 

15.2 
4-5 

12.0 

lO. 4 
4.2 
5.9 

43.9 
5.4 

4.8 
8.0 
2.3 
6.6 
8.9 
1.9 
2.2 

8.9 

96.I 

6.2 

8.5 
3.o 

3.8 
11.4 

4.4 
6.o 

5.2 

4.4 
4.5 
9.4 
1.6 
5.8 
9.3 
1.7 
2.0 

F 

I8.2 

I 5 . 8  

I1 .  4 

42.7 

9.2 

97.3 

Pr6scnt travail 

A R 

6.0 2 
8.8 4 
3.4 2 

3.8 
I2 .O 

4.6 
6.1 

5.5 
4-7 
4-5 
9.5 
1.8 
5.8 

IO.2 
I . I  
1.6 

C 

18.2 

I6.O 

io.6 

44.3 

9.2 

98.3 

Quoiqu'il en soit de ces quelques diff6rences, qui restent minimes, l 'accord g~n6ral 
qui existe entre les r6sultats du pr6sent travail et ceux obtenus par les auteurs anglais 
dans l'analyse de la m~me prot6ine, montre la validit6, au point de rue  quantitatif  
comme au point de rue  qualitatif, de la m6thode de s6paration en groupes par chromato- 
graphie, telle que nous l 'avons pr6c6demment d6crite 1. 

D'autre part ,  nous avons constat~ que la m6thode "quanti ta t ive" de chromato- 
graphie sur papier, pr6conis~e par FISHER et col., si elle permet d'avoir une id& de 
l'ordre de grandeur de la concentration de certains acides amin6s dans un hydrolysat 
de prot6ine, et si, ~ ce titre, elle rend de grands services lorsqu'aucune autre m&hode 
n'est disponible, ne permet souvent pas d'obtenir une pr6cision suffisante; c'est ce que 
nous avons vu, en particulier, darts le cas de la leucine, de l'isoleucine et de la tyrosine. 
Pour d'autres acides amin6s, comme la thr~onine et la valine, les r&ultats sont g6n6rale- 
ment meilleurs. La proline donne des r6sultats satisfaisants, ce qui est dfi ~ la sp6cificit6 
de sa r6action avec l'isatine, et ~t la nettet6 des taches obtenues. 
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Remarques sur les r~sulgats obtenus dans les dosages des acides amines constituli/s d'une 
prot~ine. Application d l'insuline. 

II n'existe gu~re de criterium absolu de l 'exactitude des chiffres fournis par  le 
dosage des acides amines constituant une prot~ine donn6e. Un bon argument de la 
validit6 de ces chiffres est leur reproducibilit~ par  des m6thodes analytiques fonci~rement 
diff~rentes. Un argument souvent utilis6 pour s'assurer que l 'analyse d'une prot6ine est 
prat iquement compl6te est le fair que l 'azote de l 'ensemble des acides amin6s et des 
amides est prat iquement 6gal "a l 'azote total de la prot~ine. Mais cet argument ne signifie 
aucunement que les r6sultats de l 'analyse soient justes: des compensations d'erreurs 
peuvent se produire, et d 'au tant  plus que le nombre d'esp~ces diff~rentes d'acides 
amines est plus grand. II nous parait  utile de donner ici une m6thode de calcul qui 
limite, si elle ne la supprime pas, la possibilit6 de telles compensations. Cette m6thode 
consiste ~ comparer les valeurs du poids mol6culaire de la prot6ine obtenues ~ part ir  
d'une par t  de l 'azote total et du nombre d 'atomes d'azote de la prot6ine, et d 'autre part  
des r6sultats analytiques concernant les acides amin6s individuels. Ces valeurs, sans 
co~ncider exactement,  doivent 6tre suffisamment proches l'une de l 'autre. En fair, si on 
connaissait le nombre des acides amin6s en bout de chalne, on pourrait  ajouter k la 
somme des poids des r6sidus le poids d 'un nombre de mol6cules d'eau 6gal ~ la moiti6 
du nombre de ces acides amin6s, et les valeurs du poids mol6culaire de la prot6ine, 
calcul~es par  les deux m6thodes, devraient 6tre 6gales. 

Pour la premiere d~termination, soit a la teneur d'azote total  en pour cent de la 
prot6ine et b le nombre d 'atomes d'azote, calcul6 ~ part ir  du hombre de r~sidus de tous 
les acides amin6s et des amides; on a 6videmment: 

IOO. 14 • b 
PM1 - 

a 

La pr6cision de cette d~termination est celle du dosage de l 'azote total de la prot6ine; 
le nombre de r6sidus est forc6ment pr6cis, puisqu'il s 'agit de la somme de nombres 
entiers par  d~finition. 

Pour la deuxi6me d6termination, soit c le hombre de chalnes peptidiques ~ extr6- 
mit/~s libres (correspondant ~t 2c acides amin6s en bout de chaine) dans la prot6ine, on a: 

PM11 = ~. poids des r6sidus + 18 c 

L'accord entre P M I  et PM11 ne peut avoir lieu que pour des valeurs bien d6ter- 
min~es du rapport  poids du r~sidu/poids d'azote pour chacun des acides amines consid(~r6s. 
Or ce rapport  est susceptible d'assez grandes variations, comprises entre 2.77 pour 
l 'arginine et 11.65 pour la tyrosine; ces variations font que si, dams une analyse, on 
trouve, par  rapport  ~ ce qui existe dans la prot6ine, plus d'un certain acide amin6 et 
moins d 'un autre, de telle sorte clue l 'azote total reste le m~me, l 'accord entre P M I  et 
P M l l  n'existe plus. 

Dans le cas de l'unit6 ~l~mentaire d'insuline de boeuf, on ales  valeurs exp~rimentales 
suivantes: 

Azote de la prot~ine, s~che et sans cendres, d'apr~s CHIBNALL15: 15-54%- 
Nombre d 'atomes d 'azote de la prot6ine, calculus b. part ir  des r6sidus des acides 

amin6s et des amides: 129. 

IOO. 14-129 
PM~ - - 11 622 

15.54 
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Somme des poids des r6sidus, compte tenu de 12 N H  2 remplagant  a u t a n t  de OH:  

11.383. 
Nombre  de chaines pept idiques  ~ extr~mitds libres, d 'apr~s SANGER 18: 

P M n  = I I  383 + 72 = I I  455 

P M  I -  P M  u = 167 soft 1.4% 

Cette diffdrence est due p robab lement  ~ l 'existence, dans la molecule d ' insul ine ,  
d ' une  certaine quant i t6  d 'eau,  9 mol~cul.es par  uni t6  d ' insul ine,  que les mdthodes 
habituel les  de dessication sont  incapables d 'dliminer,  et qui est v ra i semblablement  de 
r e a u  "de cons t i tu t ion" .  

Quan t  ~ la pr6sence d ' u n  r~sidu suppl~mentaire  de proline, dons il y aura i t  alors 
3 r6sidus comme le cMcule TRISTRAM au lieu de 2 comme nous le t rouvons,  on volt  
faci lement qu'el le  ne modifierait  gu~re la diffdrence en question. 

Nous admet t rons  donc que le poids mol~culaire de l 'uni t~ d ' insul ine  est de I I  62o. 
Cette va leur  est de 3.2% inf6rieure ~ celle de 12 ooo trouv~e en faisant  la moye nne  de 
l 'ensemble des valeurs calcul6es ~ par t i r  des donn~es ana ly t iques  correspondant  ~ chacun 
des acides aminds. II est ~vident  qu ' i l  n ' y  a 1~ aucune  contradict ion,  mais, au contraire,  
une  pr6cision. 

Nous sommes heureux de remercier ici DR J. P. GREENSTEIN qui  nous  a a imable-  
men t  offert les acides aminds L utilis6s comme r6fdrences dans  les dosages microbio- 
logiques, et MELLE T. SI~-JOURNI~ qui a effectud ces dosages. 

R]~SUMI~ 

La mdthode, ddcrite prdcddemment, de sdparation chromatographique des acides aminds en 
quatre groupes: basique, acide, neutre aromatique et neutre non aromatique, a dtd appliqude it 
l'dtude de la composition de rinsuline de boeuf. Chacun des acides aminds a dtd dosd dans chacun 
des groupes. Les rdsultats obtenus sons en excellent accord avec ceux de CHIBNALL et de TRISTRAM, 
ce qui montre la validitd, au point de rue quantitatif comme au point de vue qualitatif, de la mdthode 
de sdparation en question. Les seules dil~drences concernent racide glutamique et la leucine dons on 
trouve ici un rdsidu de plus et la proline dons on trouve ici un rdsidu de moins. 

Une mdthode de dosage de la proline a dtd indiqude; elle est basde sur la chromatographie de 
partage sur papier, avec rdvdlation par l'isatine, au lieu de ninhydrine. Les taches bleues obtenues 
se present bien tt des mesures de surfaces. 

La formule brute de l'unitd dldmentaire d'insuline apparait comme dtant: Glyv Ala s Sdr s [(Cy.S)z ] s 
Thr t Val 8 Leuls Ileu t Pro s Phe s Tyr s Asp 5 Glutl (NHs)tt Lyst His s Arg r 

Le poids moldculaire de l'unitd dldmentaire d'insuline, calculd it partir du nombre d'atomes 
d'azote et de la proportion d'azote total de la protdine est de xx 62o. I1 ne diff&re que de x.4~/o de 
celui que l'on peut calculer it partir des rdsidus des acides aminds constituants la moldcule, compte 
tenu des 8 acides aminds qui forment les extrdmitds des 4 chatnes peptidiques. Cette ldgAre diffdrence, 
supdrieure it rerreur probale du dosage de l'azote total, est vraisemblablement due it l'existence, 
dans l'insuline, d'eau de constitution dont rdlimination n'est gudre possible par les mdthodes habi- 
tuelles de sdchage. 

SUMMARY 

The chromatographic separation method of amino acids in four groups: i.e., basic, acid, neutral 
aromatic and neutral non aromatic ones, was applied to study the composition of insulin. Each 
amino acid in each of these groups has been determined. The results obtained are in excellent 
agreement with those of CHIBNALL and of TRISTRAM, demonstrating hereby the validity, from a 
qualitative and a quantitative point of view, of the separation method concerned. 

The only discrepancies found concern glutamic acid and leucin, of which one extra residue was 
found, and prolin of which one less was found. A determination method for prolin was indicated; 
it is based on partition chromatography on paper with development by isatin instead of ninhydrin. 
The area of the blue spots can easily be measured. 
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T h e  empir ica l  fo rmula  of t he  insu l in  un i t  appea r s  to be:  
Gly~ Ala s Ser e [(CyS)j]e T h r  s Val s Leu18 I leul  Pro  I Phe  e T y r  s Asps  Gluts  (NHi)I t  L y s  t His ,  Arg  2. 
The  molecu la r  we igh t  of an  insul in  e l emen t  as  ca lcu la ted  f rom the  n u m b e r  of n i t rogen  a t o m s  

and  the  p ropor t ion  of to ta l  n i t rogen  is xx 620. I t  differs by  on ly  1 .4% f rom t h e  va lue  ca lcu la ted  
f rom the  a m i n o  acid res idues  of t he  molecule,  if t h e  8 a m i n o  acids  wh ich  form the  end  of t he  4 pep t ide  
cha ins  are t aken  in to  account .  T h i s  s l igh t  difference, superior ,  however ,  to t he  probable  error  of the  
to ta l  n i t rogen  de t e rmina t ion ,  is l ikely to be  due  to t he  presence,  in insul in ,  of b o u n d  wa te r  which  
c a n n o t  be  e l imina ted  by  t he  usua l  d ry ing  me thods .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Die Z u s a m m e n s e t z u n g  von  Ochsen insu l in  wurde  m i t  Hilfe der  fr i iher beschr i ebenen  c h r o m a t o -  
g r aph i schen  T r e n n u n g s m e t h o d e  yon  AminosAuren  in vier  Gruppen ,  basische,  saure ,  neu t r a l e  a r o m a -  
t ische u n d  neu t r a l e  n i ch t  a romat i sche ,  u n t e r s u c h t .  I n  j eder  dieser G r u p p e n  wurde  jede  einzelne 
Aminos~u re  b e s t i m m t .  Die Ergebu i sse  s t i m m e n  ausgeze i chne t  m i t  de r jen igen  yon  CHIBNALL u n d  
yon  TRISTRAM iiberein, was  die Gii l t igkei t  der  e rwl ihnten  Methode  im  q u a l i t a t i v e n  u n d  im q u a n t i t a -  
t iven  Sinne darlegt .  Die e inzigen Un te r sch i ede  betreffen die Glu tamins l iu re  u n d  dab Leuc in  y o n  denen  
wir je e inen  R e s t  m e h r  f anden ,  u n d  das  Prolin,  yon  d e m  wir e inen R e s t  weniger  fandeu .  E ine  Be- 
s t i m m u n g s m e t h o d e  fiir Pro l in  wurde  a n g e g e b e n ;  sie g r i inde t  s ich au f  die V e r t e i l u n g s c h r o m a t o g r a p h i e  
an  Pap ie r  u n t e r  V e r w e n d u n g  yon  I sa t in  s t a r t  N i n h y d r i n  als  Entwickler .  Die b l auen  Flecke lassen 
sich g u t  au smessen .  

Es  erg ib t  s ich die folgende B r u t t o f o r m e l  fiir s ine  E l e m e n t a r e i n h e i t  Insu l in  : 
Gly~ Ala s Ser s [(CyS)s]s T h r t  Val e Leula Ileu 2 Pro 2 Ph% T y r  s Asps Gluts  (NHt) ts  Lys  2 His4 Arg2. 
Ffir dab Molekula rgewich t  e iner  I n s u l i n e l e m e n t a r e i n h e i t  f indet  m a n  1I 62o, w e n n  m a n  die 

Anzah l  der S t i cks to f fa tome  u n d  den  Gesamt s t i ck s t o f fgeha l t  der  R e c h n u n g  zu G r u n d e  legt.  Dieser  
W e f t  weich t  n u r  u m  1 .4% yon  d e m  aus  den  Aminos i iu re res t en  der  Molekel b e r e c h n e t e n  W e r t e  ab,  
wenn  die 8 Aminos~uren ,  welehe die E n d e n  der  4 P e p t i d k e t t e n  bilden,  m i t  ber i icks ich t ig t  werden .  
Dieser  ger inge  Unte r sch ied ,  der  aber  doch grOsser is t  Ms der  bei der  G e s a m m t s t i c k s t o f f b e s t i m m u n g  
zu e rwa r t ende  Fehler ,  m u s s  wahrsche in l i ch  au f  da s  V o r k o m m e n  yon  K o n s t i t u t i o n s w a s s e r  im Insu l in  
zur i ickgef i ihr t  werden,  das  m i t  den  i ibl ichen T r o c k n u n g s m e t h o d e n  n ich t  en t f e rn t  werden  kann .  
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