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211. Ernst  Waldschmidt-Leitz  und Anton Schaffner: 
Adsorptionsanalyse der Proteine und ihrer Abbauprodukte. 
‘,\us (1. Chem. 1,aborat. d .  Bayer. Akadeinie d. Wissenschafteu in hiiirirhen.: 

(Eingegangen am 14.  Mar2 1927.) 

I)er f r ak t ion ie r t e  enzymat i sche  Abbau  von  P ro te inen  rnit ein- 
heitlichen Enzymen, der tins am Beispiel des Clupeinsl), des Caseins2) 
und des Histons3)  zu einer Reihe definierter Zwischenstufen gefiihrt hat, 
stellt die Aufgabe, die spezif ischen Abbauproduk te  auf den  einzelnen 
S t u f e n  d e r  Hydro lyse  zu  isol ieren u n d  zu  kennzeichnen.  Die 
Losung dieser Aufgabe nur niit chemischen Agenzien, die bisher fast aus- 
schlieBlich iiblich waren, beispielsweise rnit Fallungs- oder Losungsmitteln, 
scheint uns wenig aussichtsreich ; selbst bei den einfachsten EiweiB-Abbau- 
produkten, den Amino-sauren, deren Eigenschaften deutlicher noch als die 
der Proteine zu unterscheiden sind, gelingt die glatte Auflosung von Ge- 
mischen nur dann, wenn ausgesprochene Unterschiede im chemischen Charakter 
wie zwischen den Iliamino-sauren und den Monoamino-sauren, vorliegen ; sie 
versagt oder sie wird umstandlich bei der Trennung der Amino-sauren von 
sehr ahnlichen chemischen Eigenschaften. So fehlt es auch an chemischen 
Handhaben zur Unterscheidung der einzelnen, wahrend eines Teilvorgangs 
der Proteolyse gebildeten Abbauprodukte oder zur Beurteilung der chemischeu 
Einheitlichkeit von Proteinen selbst, zumal bei den Protaminen rnit ihrem 
iiberwiegenden und das ganze chemische Verhalten bestimmenden Gehalt 
an Arginin. Es bedarf hierzu eines Verfahrens, welches gestattet, feinere 
Unterschiede der in Gemischen vorliegenden und in ihren Eigenschaften 
ahnlichen Xorper zu erfassen und zu ihrer Trennung zu verwerten. Ein 
solches Verfahren bietet sich mit der Anwendung der auf kleine Affinitats- 
betrage ansprechenden Ads o r p t i  on s m i t t  e 1. 

Die Anwendbarkeit der Adsorption, die R. Wi l l s t a t t e r4 )  zuerst fur 
praparative Zwecke in der Physiologischen Chemie eingefiihrt hat, ist nicht 
auf die Abscheidung und Reinigung enzymatischer Stoffe beschrainkt. So 
wie es durch Anwendung von Adsorptionsmitteln gelungen ist, die einheitliche 
oder die zusanimengesetzte Natur einer Enzymlosung oder eines enzymatischen 
Reaktionssystems zti ermitteln, so gelingt es rnit solchen Mitteln auch zu 
entscheiden, ob in der Losung eines hochmolekularen Stoffes oder seines Abbau- 
produktes ein einheitlicher Korper oder ob Gemische verschiedener Sub- 
stanzen vorliegen. 

Die Auswertung von Adsorp t ionskurven ,  wie sie H. K r a u t  und 
E. Wenz el  5, zur Beurteilung des einheitlichen Adsorptionsverhaltens von 
Enzym-Losungen herangezogen haben, und die bei reinen Stoffen der Ad- 
sorptions-Isotherme entsprechen sollten, hat sich in den vorliegenden Fallen 
als unzuverlassig erwiesen ; der Verlauf der Adsorptionskurven bei der Auf- 
nahme von Proteinen kann durch ihre wechselnde und ungleichmaaige Dis- 
persitat in den Losungen gestijrt werden, durch welche ihr Konzentrations- 

1) E. ~ ~ a l d s c l i m i d t - I , e i t z ,  d. Schiiffner und W. G r a s s m a n n ,  Ztschr. physiol. 

2, E. Waldschmidt -Lei tz  urtd E. Simons,  Ztsclir. physiol. Chem. 156, gg [ I ~ z G : .  
3) E. Waldschmidt -Lei tz ,  B. 59, 3000, nnd zwar S.  3006 [rg26]. 
*) vergl. den zusammeiifassenden Vortrag, B. 56, 3601, und zwar S. 3610 [~g”:. 
j) Ztschr. physiol. Chem. 133, I [1923/24], 142, 71 [1924/2j]. 

Chern. 166, 68 Lrgzb]. 
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verhaltnis in Adsorbat und Losung in unregelmafliger Weise beeinfluflt wird. 
I'm zu erkennen, ob in den untersuchten Losungen einheitliche Korper oder 
aber Gemische von solchen vorliegen, haben wir ein anderes Verfahren vor- 
gezogen, namlich die v e  r g le  i che n de  13 e 5 t i  ni in u ng g e w i ss e r a n  a 1 y ti - 
s c h e r A 1  e r k m a 1 e der Substanz in den Adsorptions-Mutterlaiigen b e i 
f r ak t ion ie r t e r  Adsorpt ion.  Die Konstanz oder Inkonstanz der 
Quotienten aus den ermittelten Werten, beispielsweise dem Stickstoff-Gehalt, 
dem Gehalt an freien Aminogruppen oder dein spezifischen Drehungsver- 
mogen, ist ein Kennzeichen fur die einheitliche oder zusammengesetzte Natur 
des untersuchten Produktes. 

So ergibt die Analyse der drei Protamine Clupein,  Salni in  und Scom- 
b r i n bei der Fraktionierung niit Ferrihydroxyd innerhalb der Fehlergrenzen 
konstante Werte fur die spezifische Ilrehung der einzelnen Fraktionen ; sie 
haben danach als e inhe i t l i che  chemische Ind iv iduen  zu gelten. Die 
gleiche Aussage ergibt sich nach Beobachtungen des einen von uns rnit 
G. Ki ins tner ,  die wir hier gleichfalls belegen, auf Grund der Adsorptions- 
Analyse auch fur ein anderes basisches Protein, das Hi s ton  der Thymusdruse. 

Von den Protaminen und vom Histon, fur welche sich aus ihrem Ver- 
halten bei der fraktionierten Adsorption, auch unabhangig von der Aciditat, 
das Bild einheitlicher chemischer Korper ergibt , sind ihre enzymatischen 
Abhauprodukte deutlich zu unterscheiden, unter welchen wir zunachst das 
Produkt der Einwirkung von nicht-aktiviertem Trypsin auf Clupein, das 
,,Trypto-Clupeon", genauer untersucht haben. Zwar beobachtet man 
auch in diesem I:alle bei der fraktionierten Aufnahme durch E'errihydroxyd 
aus alkalischer Losung Konstanz des spezifischen Drehungsvermogens in 
den einzelnen Fraktionen ; die basischen Eigenschaften der einzelnen Kompo- 
nenten des vorliegenden Gemisches sind zu ausgesprochen und zu ahnlich, 
als dafl sie sich init diesem Mittel unterscheiden lieflen. Allein wie sich das 
Gemisch zweier sehr nahestehender Enzyme, beispielsweise von Pankreas- 
Trypsin und Pankreas-Erepsin, nur unter bestiinmten Keaktionsverhaltnissen 
niit Adsorbenzien fraktionieren laSt, so wird auch die auswahlende Adsorption 
proteolytischer Abbauprodukte durch die Aciditat der Losung, aus der man 
sie aufnimmt, in hohem MaSe bestimmt. Es geht aus unseren Versuchen 
hervor, daS das Trypto-Clupeon,  das sich in alkalischem Milieu gegenuber 
dern Adsorbens wie ein einheitlicher Stoff verhalt, bei neutraler und deutlicher 
noch bei s a u r e r  Reak t ion  sich durch Adsorption an Eisenhydroxyd in 
mehrere  Einze l ind iv iduen  auflosen IaSt, wie es scheint, in einen hoher- 
molekularen, leichter adsorbierbaren Anteil mit hoherer spezifischer Drehung 
und geringerem Gehalt an Amino-Stickstoff, dessen Einheitlichkeit noch nicht 
sicher zu beurteilen ist, und in einen niedrigermolekularen, schwerer ad- 
sorbierbaren Anteil, der nach der Abtrennung des ersteren in einheitlicher 
Form, rnit iibereinstinnnenden Werten fur Drehungsvermogen oder fur das 
Verhaltnis von Gesamt-Stickstoff zu Amino-Stickstoff in den Mutterlaugen 
der Adsorption verbleibt. Wir haben mit dem Versuch begonnen, die beiden, 
durch Adsorption getrennten Anteile des Trypto-Clupeons durch Analpse 
und Hydrolyse naher zu kennzeichnen. 

Fur die praparative Fraktionierung der einzelnen proteolytischen Abbau- 
produkte, die dazu dienen soll, einen naheren Einblick in die strukturelle 
Anordnung der Protein-Bausteine zu gewinnen, scheint uns mit der Adsorptions- 
analyse eine brauchbare Handhabe gegeben. Zwar ist noch nicht erkennbar, 
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Ausgangslosung 
Restlosung nach ~-malig. Adsorpt. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
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Ausgangslosung ......................... 
Restlosung nach I-malig. Adsorpt. . . . . . . . .  

I ,  2-  ,, . . . . . . . . . .  
I >  3- ,, . . . . . . . . . .  
,, 4- 3 ,  , , . . . . . . . .  

- - 1 -325 
2.0 22 ~ -309 
I .6 31 I - 3 2 0  
2.5 50 ' -333 
4.2 69 1 -323 

6) B. 57, 1491. und zwar S. 1498 [1g24]. 
7 siehe dazu 0. K e s t n e r ,  Chemie der EiweiBkorper, 4. Aufl., Braunschweig 1925, 

6 )  Biochem. Ztschr. 125, 253 [1921]; siehe auch Fr. Preg l ,  Die quantitative 
S. 252ff. 

orgaiiische Mikro-analyse, 2 .  ilufl., Berlin 1923, S. 113 ff .  
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inwieweit die Adsorptionsmittel einerseits zwischen Korpern von alinlichein 
chemischem Charakter, aber verschiedener MolekulargriiBe, und inwieweit sie 
anderseits zwischen Korpern von ahnlicher Molekulargriif3e, aber verschiedener 
chemischer Natur auszuwahlen vermogen; aber die Analyse proteolytischer 
Abbaugemische durch fraktionierte Adsorption, fur die wir ein Beispiel geben, 
ist geeignet, die gebrauchlichen praparativen Verfahren, die sich auf grtibere 
Iinterschiede in den chemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten 
griinden, zu erganzen und zu erweitern. 

Beschreibung der Versuche. 
I. E'raktionierte Adsorp t ion  von  P ro taminen  und  von H i s t o n  ni i t  

Fe r r ihydroxyd .  
Uas zu den Versuchen angewandte Adsorbens bereiteten wir nach 

I<. W i l l s t a t t e r ,  H. K r a u t  und W. Fremery6) ;  es enthielt in 10.0 ccm 
Aufschlammung 0.206 g Fe,O,. Die gepriiften Protamin-Fraparate, Clupein- 
Sulfat, Salmin-Sulfat und Sconibrin-Sulfat, sowie das Histon-Sulfat aus 
Thymus entsprachen nach elementarer Zusammensetzung und optischer 
Aktivitat den Angaben der Literatur') ; sie kamen in I-proz. Losung ziir An- 
wendung. Man trennte von den Adsorbaten mittels der Zentrifuge und be- 
stimmte in den Restlosungen der Adsorption den Stickstoff-Gehalt nach der 
von I. K. P a r n a s  und R. Wagner*)  modifizierten Preglschen Mikro- 
Kjeldahl-Methode, den Gehalt an freien NH,-Gruppen nach v a n  S lyke ,  
sowie die Drehung des polarisierten Lichtes. 

'l'abelle I. 
Fraktionierte '4dsorption von Clupein-Sulfat niit Fe (OH), bei PH = 7.0. 

Tabcllc  2 .  

Fraktionierte Adsorption von Salmin-Sulfat mit Fe(OH), bei PH = 7.0. 

6) B. 57, 1491. und zwar S .  1498 [1g24]. 
7 siehe dazu 0. K e s t n e r ,  Chemie der EiweiBkorper, 4. Aufl., Braunschweig 1925, 

6 )  Biochem. Ztschr. 125, 253 [1921]; siehe auch Fr. P r e g l ,  Die quantitative 
S. 252ff. 

orgaiiische Mikro-analyse, 2. ilufl., Berlin 1923, S. 113 f f .  
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Tabel le  3 .  

Fraktionierte Adsorption ron Scornbrin-Sulfat mit Fe(O11), bei p~ = 7.0 

Angew. ing 

(pro nig N) 
Fe,% 

- 
.- 

3 .0  

3.4 
s.O 

2.1 

A n g e ~ .  m g  

(pro mg S) 
1,osung Fe,O, 

ilusgangslosung . ._ 

Restlosung nach I-rnalig. Adsorpt. 2.40 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . .  
,, - > -  I ,  . . . . . . .  4.00 

. . . . . . .  

~~ 

Adsorption 
( %) 

(fur N ber.) 

- 
I 1  
2 3 

4" 
64 

Adsorption 
(Yo) S / X H ,  

N j NH, 

10. j 
10.6 

* 80 80 10.8 

- __ 

31 31 
60 60 I 0 . j  

LmiD 
(fur iY ber.) 

,, 3- I .  

- 393 
-- 393 

400 
~ 400  
- 398 

4.50 

Fraktionierte Adsorption 1-on Histon-Sulfat mit Fe(OH), bei PH = 4 0. - 

L4usgangslosung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Restliisung nach I-malig. Adsorpt. . . . . . . .  

,, 2 -  I .  . . . . . . .  
, I  i- > I  

,, 4- ,. . . . . . . .  
, I  j- ,. . . . . . . .  

. . . . . . .  

1.29 
I . 2 j  

I .6g 

' 47  
4. j o  

15 
28 
40 
57 
80 

10.6 
10.8 
10 .  j 
11.0 
11.0 

11.0 

2. F rak t ion ie r t e  Adsorp t ion  von  ' f rypto-Clupeon iiiit E'erri- 
hydrosyd .  

Das tryptische Verdauungsprodukt aus Clupein-Sulfat gewann man, 
wie friiher beschrieben s),  durch Einwirkung von erepsin- und enterokinase- 
freiem Trypsin, und zwar bis zum Stillstand der Enzymwirkung, entsprechend 
einem Aciditatszuwachs von 0.90 ccni 0.2-n. KOH fur die Hydrolyse von 
0.142 g wasser- und asche-freiein Clupein; die Reaktion der Losungen, in 
denen die Adsorption vorgenommen wurde, stellte man durch Zusatz von 
n-Essigsaure, bzw. -Natronlauge mit Hilfe von Indicatoren ein, sie wurde 
nach jeder Adsorptionsvornahme kontrolliert. Die Adsorption und die Be- 
stimmung der Restlosungen fiihrte man, wie oben angegeben, aus. 

9)  E. Waldschrnidt-I ,e i tz ,  A. Schaf fner  wid U'. GraWmann,  Ztachr. physiol. 
Chem. 156, 68, und zwar S. 89 [192hl. 



(1927)l K u h n ,  Brann, X e y f f e r t ,  P u r t e r .  1151 
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T a b e l l e  6. 
Fraktionierte Adsorption von T r y p t o - C l u p e o n  mit Ile(OH), bei PH = 8.6. 

I 
- 1 -2.53 
12 I -248 

3 . 1  I i - 2 5 0  

__ 

- 249 1 -237 1.9 44 
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(pro mg K) 1 (fur N ber.) 
I 1 (%) I (fury:pr,) 

10.2 - 249 
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- 146 8.4 
-139 8.4 

~ . ~ 
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- 
Angew. mg Adsorption 

(pro mg X) ( f u r s  ber.) , (far her.) 
Fe,O, ( %) ['ID K/NH, 

- - 203 11.0 

I . j  14 -181 10.6 
2 .0  28 -178 11.0 

3.3  46 -- '33 8.4 

- 

4.6 65 -130 ~ 8.3 

213. Richard Kuhn, Ludwig Brann ,  Carl Seyffert  und 
M a x  Fur t e r : Ober katalytische Hydrierung des Hiimins. 

[Aus d. Laborat. fur allgem. u. analyt. Chemie d. Eidg. Techn. Hochschule Zurich.] 
(Eingegangen am 26. Marz 1927.) 

Die l:eststellung, da13 sehr  ger inge Veranderungen  i m  Molekiil 
des  Hani ins  von entscheidendem EinfluB auf Ka ta l a se -  u n d  Pe r -  
osydase-Wirkung sindl), hat die Probleme der K o n s t i t u t i o n  des  
R 1 u t f a r b s t of f s in den Kreis unserer Betrachtungen geriickt. 

1) R. Kuhn und I,. B r a n n ,  B. 69, 2370 [I~zG]. Diese Versuche haben die fruhere 
Antiahme (Hsien Wu,  Journ. Biochem. Tokio 2, 173, 181, 189. 195 [I923]), daI3 znischen 
Fe-&halt und katalytischer Wirksamkeit Parallelitit herrsche, widerle$. 

-__- 




