32. Die Umsetzung des Caseins mit Formaldehyd.
V. Uber das Verhalten der e-Aminogruppen des Lysins
und der Peptidgruppen
von Hs. Nitsehmann und H. Hadorn.

(20. L. 44.)

Einleitung.

In der IV. Arbeit dieser Publikationsreihe?) wurde der Einfluss
der Formaldehydgerbung auf das Quellungsvermogen des Caseins
niher untersucht. Es wurde dort bereits darauf hingewiesen, dass die
Verminderung des Quellungsvermogens in Wasser und die Unléslich-
keit gegerbten Caseins in Caseinlosungsmitteln, wie verdiinnter Na-
tronlauge, starker Harnstoff- oder Calciumrhodanidlésung usw. durch
die Theorie der Briickenbildung erklirt werden kann. In der Tat ist
die Bildung von —CH,—CH,—-Briicken bei der Formaldehydgerbung
der Proteine bereits von verschiedenen Forschern angenommen und
diskutiert, jedoch nie experimentell bewiesen worden.

Eine fast liickenlose Zusammenstellung der diesbeziiglichen Arbeiten hat neuestens
Gustavson®) in seiner Publikation ,,Die Natur der Formaldehyd-Verbindungen der Ei-
weisskorper* gegeben. Wir kénnen uns deshalb damit begniigen, nur noch auf jene
Arbeiten einzugehen, die zu unseren eigenen Untersuchungen in einer niheren Beziehung
stehen. Der erste Autor, der die Bildung von Methylenbriicken bei der Formaldehyd-
gerbung annahm, war K. H. Meyer®). Kiintzel*) hat den Gedanken dahin prizisiert, dass
Peptidgruppen sich beriihrender Eiweissmolekeln durch —CH,—CH,—-Briicken verkniipft
werden sollen. Den experimentellen Beweis hiefiir hat er nicht erbracht. Highberger und
(PFlaherty®) sowie Hollund®) wiederum erachten nach ihren quantitativen Versuchen
die Kiintzel'sche Briickentheorie als unwahrscheinlich. Die erste Arbeit, in der der experi-
mentelle Nachweis der Methylenbriicken erbracht werden sollte, stammt von Dyachenko
und Shelpakowa?). Da von diesen Autoren die Formaldehydgerbung gerade am Casein
untersucht wurde, soll gezeigt werden, dass der Beweis in Wirklichkeit nicht erbracht
worden ist. Gegerbt wurde ausschliesslich in wasseriger 3-proz. Formaldehydlésung. Die
Gerbdauer betrug immer 5 Tage. Variiert wurde das py der Gerblosung. Dabei wurde
die Beobachtung gemacht, dass bei héherm pg mehr Formaldehyd gebunden wird, was
sich vollstdndig mit den Angaben einer Reihe anderer Forscher deckt. Den Schluss, dass
bei neutraler oder schwach saurer Reaktion der Gerblosung zwischen je zwei priméiren
Aminogruppen eine Methylenbriicke gebildet wird, ziehen die genannten Autoren aus
folgenden zwei Experimenten:

1. wurde der vom Casein gebundene Formaldehyd analytisch bestimmt;

2. wurde das OH’-Bindungsvermdégen von unbehandeltem und von gegerbtem
Casein bestimmt.

1} Helv. 26, 1084 (1943). 3) Bioch. Z. 208, 23 (1929).

%) Koll. Z. 103, 43 (1943). 4) Angew. Chem. 50, 308 (1937).
%) J.int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 549 (1939).

) J.int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 215 (1939).

) J.int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 12 (1939,
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Auf 2 Aminogruppen soll ein Mol CH,0 gebunden werden. Zudem soll der Verlust
an OH’-Bindungsvermoégen bei der Gerbung gerade der Anzahl der Aminogruppen aqui-
valent sein, woraus geschlossen wird, dass diese alle zur Gruppierung —NH—CH,—NH—
umgesetzt werden. Das OH’-Bindungsvermdgen des rohen Caseins wurde durch Titration
mit Natronlauge und Phenolphtalein bis zur Rotfirbung (pg ca. 10) bestimmt. Das ge-
gerbte Casein dagegen wurde mit einem Uberschuss an 0,1-n. Natronlauge (pg = 13) be-
handelt; dieser wurde nach dem Filtrieren zuriicktitriert. Im zweiten Falle bestimmt
man das maximale OH’-Bindungsvermégen, im letzten Falle aber nicht!). Die beiden
Werte diirfen deshalb nicht miteinander verglichen werden. Uberhaupt kann man auf
diesem Wege nicht zum Ziel gelangen, da ja die Aminogruppen durch die Methylen-
briickenbildung ihren basischen Charakter keineswegs vollstindig verlieren.

Ferner muss festgestellt werden, dass die Analysenmethode, nach welcher Dyachenko
und Shelpakowa den gebundenen Formaldehyd bestimmten, zu niedrige Werte liefert.
Durch blosses Destillieren mit Wasser ohne Siurezusatz gelingt es nie, den Formaldehyd
quantitativ abzuspalten?). Eine Formaldehydbestimmung, die wir genau nach den An-
gaben der genannten Autoren ausfiihrten, ergab nur 83% des wirklich gebundenen For-
maldehyds. Samtliche Analysenwerte sind daher um rund 209, zu niedrig.

Schliesslich sind die Bedingungen, unter welchen die Verfasser gerben, willkiirlich
gewihlt. Man braucht nur die Konzentration der Gerblésung oder die Gerbzeit zu ver-
dndern, um vollig andere Werte fiir den gebundenen Formaldehyd zu erhalten?®). Das
stochiometrische Verhaltnis zwischen gebundenem Formaldehyd und Aminogruppen im
Casein ist hier also rein zufallig wie 1: 2.

Sehr griindlich hat sich Gustavson*) mit der Formaldehydgerbung des Kollagens
beschéftigt. Seine Versuche fiihren ihn zu einer Deutung der Gerbwirkung des Formal-
dehydes, die sich recht weitgehend mit unseren eigenen deckt. Gustavson fand, dass beim
pPg 7—8 aus 1-—2-proz. Formaldehydlssung leicht 0,40 bis 0,45 Mol CH,0 pro g Kollagen
aufgenommen werden. Das entspricht ziemlich genau dem Lysingehalt. Bei h6herem py
binden auch die Argininreste noch Formaldehyd. Bei hoher konzentrierten Formaldehyd-
Issungen nehmen sogar noch die Peptidgruppen Formaldehyd auf. Die eigentliche Gerb-
wirkung des Formaldehyds (Erhéhung der Schrumpfungstemperatur, Resistenz gegen
Trypsin, Verminderung des Schwellungsgrades) ist strikte an die Anwesenheit der ¢-Ami-
nogruppen des Lysins gebunden. Entfernt man diese mit salpetriger Siure, so kann das
desaminierte Kollagen wohl noch FFormaldehyd aufnehimen, eine Gerbung wird dadurch
aber nicht mehr bewirkt. Fiir Gustavson besteht die Gerbung in einer Netzbildung zwi-
schen den Proteinmolekeln, und er schreibt auf S. 47 seiner letzten Arbeit (loc. cit.):
,,Die Vernetzung der Kollagenketten muss demnach an den e-Aminogruppen der Lysin-
reste lokalisiert werden, wahrscheinlich durch Querbindungen benachbarter Amino-
gruppen naheliegender Ketten.” Gustavson hat nur mit Kollagen gearbeitet. Man ist
aber von vornherein geneigt, anzunehmen, dass der Gerbprozess bei anderen Proteinen
analog verlduft. Wir waren deshalb iiberrascht, als wir lasen3), dass E. Waldschmidt-
Leitz in einem Vortrag fiir die Formaldehydhirtung des Caseins eine ganz gegenteilige
Ansicht vertreten hat. Er glaubt, durch fermentativen Abbau von gehérteten Caseinfasern
und adsorptive Trennung der Spaltprodukte bewiesen zu haben, dass die freien Amino-
gruppen der Diaminocarbonsauren bei der kalten Gerbung (30°) iiberhaupt keinen Formal-
dehyd binden, oder diesen schon beim Waschen mit kaltem Wasser sehr leicht wieder
abspalten. Als Bindungsstelle fiir Methylenbriicken komme einzig die Peptidgruppe in
Frage. Nur fiir die Gerbung bei 70° rdumt der genannte Autor die Moglichkeit einer
stabilen Bindung an den freien Aminogruppen ein.

1) Die beiden Autoren haben iibrigens selbst durch potentiometrische Titration fir
rohes Casein festgestellt, dass die OH'-Bindung erst bei py 11,28 beendet ist.

%) Vgl. I, Nitschmann und Hadorn, Helv. 24, 237 (1941).

3) Vgl. I, Nitschmann und Hadorn, Helv. 26, 1075 (1943).

4) Svensk kem. Tid. 52, 261 (1940); Koll. Z. 103, 43 (1943).

5) Zellwolle, Kunstseide, Seide 46, 444 (1941); Referat.
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Angesichts dieser sich widersprechenden Ansichten sollte fiir das
Casein die Frage abgeklirt werden, welche Gruppen im Protein mit
dem Formaldehyd reagieren. Im folgenden bringen wir einen ersten
Beitrag zu diesem Fragenkomplex. Insbesondere soll hier versucht
werden, die Annahme der Methylenbriickenbildung, zu der wir beim
Studium der Quellung gegerbter Caseine sozusagen gezwungen wur-
den, experimentell zu stiitzen.

I.Die Formaldehydbindung durch die freien Lysinamino-
gruppen.

Dieselbe lésst sich durch den quantitativen Vergleich der For-
maldehydaufnahme von gewohnlichem und von desaminiertem Casein
ermitteln. Wir bereiteten uns Desaminocasein ungefihr nach Dunn
und ZLewis!) wie folgt:

50 g Casein?) wurden in einem Stutzen in 1 Liter Wasser suspendiert. Unter kraf-
tiger Rithrung wurde langsam 70 cm?® Eisessig zugetropft. Das Casein loste sich dabei
zu einer triiben, viskosen Lésung. Nun wurde 250 cm? 8-proz. Natriumnitritlésung zuge-
tropft. Unter Gasentwicklung fiel das Casein langsam wieder aus. Das Produkt war in-
tensiv zitronengelb gefirbt, was auf eine weitergehende Einwirkung der salpetrigen Saure
deutet (Nitrosierung). Das Reaktionsgemisch wurde nun 3 Tage lang bei Zimmertempe-
ratur stehen gelassen. Dann wurde durch ein Glasfilter filtriert und zunichst mit kaltem,
dann mit heissem Wasser gewaschen. Dabei wurde Gasentwicklung beobachtet und das
Priparat farbte sich braunlich. Zum Schluss wurde mit Alkohol gewaschen und an der
Luft getrocknet. Das getrocknete Desaminocasein hatte eine gelbbraune Farbe.

Die Menge der bei der Desaminierung in OH-Gruppen iiberge-
filhrten Aminogruppen wurde aus der Verminderung des Siurebin-
dungsvermogens®) und des nach van Siyke bestimmbaren Amino-
stickstoffes3) berechnet. Die Werte sind in guter Ubereinstimmung
(Tab. 1). Sie entsprechen zudem ungefihr dem Wert, den van Slyke?)
fiir den Lysingehalt des Caseins gefunden hat (7,729, entspr. 60 Mil-
limol/g). Natives und desaminiertes Casein wurden nun unter genau
gleichen Bedingungen gegerbt, ausgewaschen und getrocknet und die
Differenz des Formaldehydgehaltes dieser Priparate bestimmt 3).

Wir fanden, dass fiir jede zerstérte Lysinaminogruppe an-
ndhernd, aber nicht ganz eine Molekel Formaldehyd weniger gebun-
den wird, wenn man 24 Stunden bei Zimmertemperatur mit 10-proz.
Formaldehydlésung gerbt®). Da unter solchen Bedingungen — wie
gleich noch gezeigt wird — im nativen Casein ein kleinerer Teil der
Aminogruppen unumgesetzt bleibt, kommt man zum Schluss, dass For-
maldehyd und Aminogruppen im Verhdltnis 1:1 miteinander

1) J. Biol. Chem. 49, 327 (1921).

2) Betr. dessen Herstellung siehe III, loc. cit.

3} Betr. Ausfiihrung dieser Bestimmungen vgl. den Anhang, S. 310.

4) J. Biol. Chem. 18, 531 (1914).

5) Analysenmethode siehe II, Nitschmann und Hadorn, Helv. 26, 1069 (1943).

8) Diese Behandlung geniigt zur Erreichung des maximalen Gerbeffektes in Bezug
auf die Quellung; vgl. IV, loc. cit.
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reagieren. Dieses Ergebnis wird durch die Tatsache nicht widerlegt,
dass bei sehr langdauernder Gerbung (30 Tage, 10-proz. Lésung)
Casein und Desaminocasein fast gleich viel Formaldehyd binden. Die
OH-Gruppen im letzteren binden mit der Zeit ebenfalls Formaldehyd,
8o dass die Differenz immer kleiner wird.

Tabelle 1.
Messung Casein Dis;:;i:o- Differenz
| @ (I e

Saurebindungsvermdégen in

Millimollg . . ... . . . .. 0,763 0,263, 0,500
van Slyke-Stickstoff -—NH, in

Millimol'g . . . . . . . . . 0,597 0,102 0,495
CH,0 gebundenin % . . . . . 2,18 0,96 1,22
CH,0 gebunden in Millimol/g . . 0,726 0,32 0,406
(Gerbung 48 Std. mit 10-proz.

CH,0, 24 Std. gewaschen)
CH,O gebundenin 9% . . . . . 3,42 3,10 0,32
CH,O gebunden in Millimol/g . . 1,14 1,033 0,166
(Gerbung 30 Tage mit 10-proz.

CH,0, 24 Std. gewaschen)?)

Beim Kollagen kommen auf Grund analoger Versuche Bowes und
Pleass?) sowie Highberger und O’Flaherty®) zum selben Schluss wie
wir, ndmlich dass das Bindungsverhiltnis von Lysinaminogruppen
zu Formaldehyd 1:1 betrigt.

Der Nachweis der Formaldehydbindung durch die Lysinamino-
gruppen ist zundchst indirekt erbracht worden. Es sollte nun noch
versucht werden, im gegerbten Casein die Zahl der umgesetzten
Aminogruppen auch direkt zu bestimmen.

Aus der Verinderung des H*-Bindungsvermdgens bei der Gerbung
liasst sich dieser Wert ebensowenig ermitteln wie aus der Verinderung
des OH'-Bindungsvermogens4). Durch die Bindung von Formaldehyd
in dieser oder jener Weise verlieren die Aminogruppen ihren Basen-
charakter nicht vollstdndig. Deshalb ist es ganz erwartungsgemdéss,
wenn die gegerbten Caseine bei einem Sdurezusatz, der bei gewdhn-
lichem Casein die maximale H'-Bindung bewirkt, etwas weniger
Wasserstoffionen binden als das letztere, wobei die Differenz aber
lange nicht der Anzahl umgesetzter Aminogruppen dquivalent ist.

1) Bei erschépfendem Auswaschen (vgl. IIT, loc. cit.) bleibt die Ditferenz fast gleich.
) J. int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 453 (1939).
3) J. int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 549 (1939).
%) Vgl. Einleitung.
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Aufschlussreicher ist die Bestimmung des van Slyke-Stickstoffes
in den gegerbten Caseinen. Mit salpetriger Séure reagiert bekanntlich
nur die primédre e-Aminogruppe der Lysinreste unter Stickstoff-
entwicklung. Im gegerbten Protein ist diese Gruppe zum Teil durch
Formaldehyd blockiert und nach der Methode von van Slyke nicht
mehr erfassbar. Aus der Differenz der Werte von unbehandeltem
Casein und gegerbtem Casein ldsst sich die Menge der mit Formal-
dehyd umgesetzten Aminogruppen bestimmen.

In Tabelle 2 sind diese Werte fiir einige verschieden gegerbte
Caseine zusammengestellt.

Tabelle 2.

Priparat. Gesamt- | VanSlyke-N | Blockierte
P\Ir Gerbung CH,0 in INH,-Gruppen
o in o, Millimol/g | in Millimol/g

Casein keine 0 0,597 0

1 Tag 38-proz. CH,0-Losung,

381 kalt, ,,normal® gewaschen?) 1,91 0,186 0,411
28 Tage10-proz.CH,0-Lésung,| .

10 11T kalt, ,,normal‘‘ gewaschen 2,33 0,209 0,388
1 Tag 10-proz. CH,O-Lésung,| _ _

10 I 70° bei 700, ,,normal‘‘ gewaschen 5,21 0,083 0,514

. | 80 Tage Gasgerbung, ,

G 50 AW ,erschopfend’ gewaschen 1,81 0,194 0,403
2 Tage 10-proz. CH,0-Losung,

10/21943 kalt, 24 St. ausgewaschen 2,18 0,230 0,367

Man sieht, dass durch die Formaldehydgerbung tatsichlich der
grosste Teil der nach van Slyke erfassbaren Aminogruppen blockiert
wird. Die Umsetzung ist allerdings nicht quantitativ; ein beachtlicher
Teil der NH,-Gruppen, dessen Grosse etwas von den Gerbbedingun-
gen abhéngt, wird vom Formaldehyd nicht erfasst. Die Einbusse an
freien Lysinaminogruppen betrigt bei der Gerbung in der Kiilte ca.
0,4 Millimol/g, d.h. reichlich 2/, der total vorhandenen Menge. Das in
Tab.2 zuletzt aufgefithrte Priparat ist dasselbe wie dasjenige in
Tab. 1 (3. Horizontalreihe von oben, I). Wenn auch der erwartete
Wert von 0,4 hier nicht ganz erreicht wird, so ist die Ubereinstimmung
doch immerhin so gut, dass man sie als Bestdtigung fiir unsern Schluss
ansehen darf, dass im grossen gesehen auf jede umgesetzte Aminc-
gruppe eine Molekel Formaldehyd kommt.

1y Uber das Auswaschen vgl. ITI, loc. cit.
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II.Zur Frage der Methylenbriicken. Nachweis einer Kon-
densation bei der Formaldehydbindung.

Fir die Bindung des Formaldehyds durch die Lysinaminogruppen
kommt entweder Anlagerung oder Kondensation in Frage. Im ersteren
Falle wiirde eine Methylolverbindung R-NH-CH,OH gebildet. Bei
Kondensation bleibt die Mdglichkeit, dass ein Azomethin R-N=CH ent-
steht, oder dass eine Methylenbriicke zwischen einer Aminogruppe und
einer anderen reaktiven Gruppe gebildet wird (z. B. -NH~CH,-N<).
Die so ausserordentlich einleuchtende Briickentheorie wiirde eine sehr
starke éxperimentelle Stiitze erhalten, wenn es gelinge, den Nachweis
fiir die Kondensation zu erbringen, denn die Bildung der Azomethin-
gruppe ermdoglicht keine Erkldrung des Gerbeffektes?),

Der Nachweis, dass bei der Formaldehydgerbung des Caseins
tatsichlich eine Kondensation von Wasser stattfindet, konnte recht
einfach folgendermassen erbracht werden: An genau gewogenen Ca-
seinproben wurde die durch die Gerbung bewirkte Gewichtszunahme
ermittelt. Bei der Gerbung mit Formaldehydgas?) ist das besonders
leicht moglich. Im gegerbten Casein wurde ausserdem der gebundene
Formaldehyd analytisch ermittelt. Wire der gesamte Formaldehyd in
Methylolform gebunden (Addition ohne Kondensation), so miissten
die beiden Werte iibereinstimmen. Bei einer Kondensation wird der
Wert fiir die Gewichtszunahme um die kondensierte Wassermenge zu
niedrig gefunden. Aus dieser Differenz lisst sich der als Methylen ge-
bundene Formaldehydanteil berechnen.

Die Caseinproben (0,3 g) wurden zunichst in kleinen Wigeglisern iiber konz.
Schwefelsdure vorgetrocknet und anschliessend im Hochvakuum (0,06 mm) neben Phos-
phorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz weiter getrocknet. Die Gerbung erfolgte bei
Zimmertemperatur in einem kleinen Exsikkator iiber 38-proz. Formaldehydidsung. Die
Gerbzeit betrug 28 Tage. Die Wigegliaser wurden offen in den Exsikkator gestellt. Durch
gelegentliches vorsichtiges Drehen wurde das Casein durchgemischt, damit die Gerbung
moglichst gleichmissig erfolge. Nach beendeter Gerbung wurden die Gliser 14 Tage
offen an der Luft stehen gelassen, bis kein Formaldehydgeruch mehr wahrnehmbar war.
Das Trocknen der Probe erfolgte in genau gleicher Weise wie vor der Gerbung, Nach-
dem die bei der Gerbung erfolgte Gewichtszunahme festgestellt war, wurde die gesamte
Probe quantitativ in einen Destillierkolben gespiilt und der gebundene Formaldehyd
genau bestimmt. Die gefundenen Werte sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Dieser Versuch beweist, dass tatséichlich ein betrichtlicher Teil
des Formaldehyds (ca. 0,46 Millimol/g) unter Kondensation gebunden
wurde. Die gefundenen Werte stimmen recht gut mit der durch die
Lysinaminogruppen gebundenen Formaldehydmenge iiberein. Die-
selbe betrigt nach den Versuchen der Tabelle 1 und 2 ca. 0,4 Milli-

1) Vgl IV, loc. cit. Die Existenz von Azomethinen des Formaldehyds ist iiberhaupt
fraglich. Jedenfalls sind die Formaldehydverbindungen der Aminosiuren sehr wahr-
scheinlich Methylolverbindungen. Franzen und Fellmer (J. pr. [2], 95, 299 (1917)), die
sie hergestellt und untersucht haben, bezeichnen sie zwar als Methylenverbindungen,
geben aber an, dass alle mit Wasser krystallisieren und sehr hygroskopisch sind.

%) Vgl. 111, loc. cit.
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mol/g. Erinnern wir uns noch daran, dass das Maximum des Gerb-
effektes (Verminderung der Quellfihigkeit!)) ebenfalls bereits mit
1,5 9%, CH,O resp. 50 Millimol/g erreicht ist, so konnen wir feststellen,
dass alles dafiir spricht, dass es gerade die Lysinaminogruppen und
nur diese sind, welche Formaldehyd unter Bildung von Methylen-
briicken binden und somit die eigentliche Gerbung bewirken. Bei der
Gerbung von Desaminocasein, das auch betrichtlich Formaldehyd
zu binden vermag, miisste demnach keine Kondensation stattfinden.
Diese Erwartung wurde bestidtigt. Die Kondensation machte bei wie
zuvor beschriebener Gasgerbung nur 0,07 Millimol/g (entsprechend
0,229, CH,O) aus. Dieser kleine Betrag diirfte auf die nicht voll-
stindige Desaminierung unserer Praparate zuriickzufithren sein; er
liegt im Ubrigen fast innerhalb der Fehlergrenze.

Tabelle 3.

Versuch I | Versuch IT
Caseingewicht vor der Gerbung . . . . . . . 0,3262 g 0,3307 g
Caseingewicht nach der Gerbung . . . . . . 0,3352 g 0,3395 g
Gewichtszunabme . . . . . . . . . . .. 0,0090 g 0,0088 g
Gew.-Zunahme in %, (Gew. n. Gerbg. = 100) . 2,69 % | 259 %
Die Analyse ergab: CH,Oing. . . . . . . 0,01186 g 0,01152 g
inProzenten . . . . . . . . . ... ... 3,54 % | 3,39 %
CH,O als Methylol gebunden . . . . . . . . 2,11 % | 2,06 %
CH,O als Methylen gebunden . . . . . . . 1,43 % | 1,33 %

‘ CH,0 als Methylen geb. in Millimol/g . . . . | 0,476 0,443

Die Gasgerbung ist fiir den Nachweis der Kondensation beson-
ders geeignet, weil man das Casein nicht auszuwaschen braucht, Sub-
stanzverluste also ganz ausgeschlossen sind. Bei der Nassgerbung
(10-proz. Formaldehydlosung, 24 Stunden, Zimmertemperatur) liess
sich Kondensation ebenfalls nachweisen, jedoch streuten die Werte
stédrker und lagen zudem etwas tiefer (0,8—1,3 %, CH,O resp. 0,266 bis
0,433 Millimol/g als Methylen). Das ist nicht verwunderlich. Beim
Auswaschen der gegerbten Priparate sind, auch wenn es nur kurz
dauert, kleinere Caseinverluste unvermeidlich?). Deshalb miissen die
fiir den kondensierten Formaldehyd gefundenen Werte eher zu klein
herauskommen. Immerhin stimmt wenigstens der héchste der gefun-
denen Werte mit der unter gleichen Gerbbedingungen durch die
Lysinaminogruppen gebundenen Formaldehydmenge recht gut iiber-
ein.

Fur die an den Lysinaminogruppen ansetzenden Methylen-
briicken stellt sich nun die Frage, zu welchen anderen Gruppen im
Protein sie reichen. Da pro Lysinaminogruppe 1 Mol Formaldehyd

1) Vgl. IV, loc. cit. 2) Das Waschwagsser schiumt!
20
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gebunden wird, kommt eine gegenseitige Verkniipfung der Amino-
gruppen durch —CH,— nicht in Frage, denn diese Reaktion wiirde
nur ein halbes Mol Formaldehyd verbrauchen. Sie kann sich deshalb
héchstens in untergeordnetem Masse abspielen. Da im Casein nur ca.
jede 13. Aminoséure Lysin ist, wire es zudem sehr unwahrscheinlich,
dass sich alle diese weit verstreuten Aminogruppen zur gemeinsamen
Briickenbildung finden kénnten. Es bleibt kaum eine andere Moglich-
keit, als dass im gegerbten Casein die Methylenbriicken je eine Ly-
sinaminogruppe und eine Peptidgruppe entsprechend folgender For-
mel miteinander verkniipfen:

/
C=0 R—CH
HN/ \C=O

N\ /

HC—(CH,),—NH—CH,—N
o-c< L\Ic-1z.'
NH 0=c/
/ AN

Diese Art der Briickenbildung ist schon deshalb die wahrschein-
lichste, weil jede Lysinaminogruppe im Proteingel von zahlreichen
Peptidgruppen umgeben ist. Zudem ist die Peptidgruppe fiir sich
allein befahigt, Formaldehyd zu binden, wie wir noch zeigen werden.

ITII. Zur Frage der Bindung von Polyoxymethylen-
hydrat.

Bei kriftiger, langdauernder Gerbung vermag Casein wie auch
Kollagen bedeutend mehr Formaldehyd zu binden, als den freien
Aminogruppen entspricht!). Auch desaminiertes Casein bindet unter
diesen Bedingungen betrichtliche Mengen Formaldehyd. Wir be-
statigen mit dieser Feststellung nur, was andere Forscher schon vor
uns gefunden haben?). Man hat also damit zu rechnen, dass noch
weitere Gruppen im Protein Formaldehyd binden. Von anderer Seite?)
ist ausserdem versucht worden, die hoheren Formaldehydgehalte ge-
gerbter Proteine damit zu erkliren, dass ausser monomerem Formal-
dehyd auch Formaldehydpolymerisate gebunden worden sind. Wenn
diese Annahme auch nicht bewiesen wurde, so kann sie doch nicht
ohne weiteres von der Hand gewiesen werden. Neutrale und schwach
saure Formaldehydlésungen héherer Konzentration enthalten reich-

1) Vgl II1, loe. cit.

2) Bowesund Pleass, J. int. Soc. Leather Trades Chemists, 23, 451 (1939); Highberger
und O’Flaherty, -J.int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 549 (1939); Highberger und
Retzsch, J. Amer. Leather Chem. Assoc. 34, 131 (1939); Cstirds und Turai-Lichtig, Magyar
Chem. Folyoirat 45, 54 (1939).

%) Highberger und Reizsch, J. Amer. Leather Chem. Assoc. 34, 131 (1939).
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lich Polymerisationsprodukte des Formaldehyds. Ferner sind Amino-
siure-Formaldehyd-Verbindungen bekannt, in denen mehrere (meist
drei) Molekel Formaldehyd an die Aminogruppe gebunden sind?). In
einer fritheren Arbeit?) haben wir beschrieben, dass gegerbte Caseine
beim Auswaschen mit kaltem Wasser wihrend langer Zeit betricht-
liche Mengen Formaldehyd abgeben. Es wurde zunichst vermutet,
dass es sich dabei um gebundene Polyoxymethylene handle, die all-
méhlich hydrolytisch abgespalten wirden®). Die Frage wurde daher
niher untersucht.

Eine Probe (0,1 g) von festem Polyoxymethylen, das sich aus einer 38-proz. Formal-
dehydloésung bei langerem Stehen abgeschieden hatte, loste sich in Wasser (50 cm3) in
5 Tagen fast vollstindig auf. Die hydrolytische Abspaltung von Formaldehyd aus ge-
gerbtem Casein erfolgt viel langsamer (bis zu 3 Wochen beobachtet). Dies deutet bereits
darauf hin, dass es sich nicht um den gleichen Vorgang handeln kann. Sehr deutlich
wird das unterschiedliche Verhalten von Polyoxymethylen und gegerbtem Casein bei der
Warmebehandlung.

Um einen Anhaltspunkt iiber die Geschwindigkeit der Depolymerisation zu erhalten,
erwirmten wir eine Probe von 0,1 g Polyoxymethylen in der Trockenpistole unter Eva.-
kuieren (14 mm Hg) auf 78°. Als Absorptionsmittel fiir den abgespaltenen Formaldehyd
diente Chromschwefelssure. Der Gewichtsverlust betrug:

nach 1 Stunde = 37Y%
» 2% Stunden = 599
,» 11 Stunden = 919,.

In 38-proz. Formaldehyd gegerbte Caseine spalten unter gleichen Bedingungen
nur sehr wenig ihres gebundenen Formaldehyds ab (vgl. Tab. 4). Dabei ist zwischen nur
ganz kurz und ,erschdpfend* ausgewaschenem Casein kein Unterschied feststellbar.
Bei den auswaschbaren Formaldehydanteilen kann es sich also nicht um Polyoxymethy-
Iene handeln.

Wenn durch diese Versuche auch nicht sicher bewiesen ist, dass vom Protein keine

Polyoxymethylenmolekeln gebunden werden kénnen, so scheint dies doch zum mindesten
recht unwahrscheinlich.

Tabelle 4.
Casei Dauer | % CH,O der Probe | Verlust an CH,0O
asein- o d B k
Nr. der Er- vor nach in % des urspr. emerkungen
wirmung |Erwirm. | Erwirm. Gehaltes
- Casein nach der
4h 2,59 2,60 0
38Ia 18h 2 59 254 19 Gerbung nur kurz
gewaschen
,,erschépfend‘
AW, 18h 1,78 1,74 2,3 (3 Wochen)
ausgewaschen

Y) Bergman und Jacobsohn, Z. physiol. Ch. 131, 18 (1923); Ensslin, Diss., Zirich.

%) Vgl. 111, loc. eit.

3) Bei kraftiger Gerbung (28 Tage in 38-proz. Formaldehyd) wird allerdings nach
erschépfendem Auswaschen noch 3,03% Formaldehyd gefunden. Diese Menge ist immer
noch bedeutend mehr, als was die Aminogruppen binden.
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IV. Weitere formaldehydbindende Gruppen im Casein.

Von den iibrigen Gruppen im Protein, die fiir eine Formaldehyd-
bindung in Frage kommen kénnen, wissen wir eigentlich nur vom
Argininrest Sicheres. Fiir das Casein haben Highberger und O’Fla-
herty'), fir das Kollagen hat Gustavson?) nachgewiesen, dass die
Aminogruppe im Guanidinrest des Arginins Formaldehyd bindet,
jedoch nur im alkalischen Gebiet. Dies ergibt sich aus dem Vergleich
des Formaldehydbindungsvermogens von gewoOhnlichem und des-
arginiertem?) Protein bei verschiedenen py. Bei unsern Gerbbedin-
gungen (pg 5—6) kommt somit eine Formaldehydbindung durch die
Argininreste nicht in Frage.

Ob die sekundiren Aminogruppen von Tryptophan, Histidin,
Prolin und Oxyprolin unter den milden Bedingungen der Formal-
dehydgerbung Formaldehyd binden, ist ungewiss. Entsprechende
Verbindungen der genannten Aminosduren scheinen nie dargestellt
worden zu sein. Nur vom Indol, dessen Ringsystem im Tryptophan
enthalten ist, berichtet Annie Homer?), dass es bei 150° in Gegenwart
von Zinkchlorid mit Trioxymethylen unter Bildung einer Verbindung
C,1HyO,N, reagiert. Diese Bedingungen sind mit unsern nicht ver-
gleichbar; zudem ist nur sehr wenig Tryptophan im Casein®) enthalten.

Gegen eine wesentliche Beteiligung der —NH—-Gruppen in den
Heterocyclen spricht noch folgende Uberlegung. Leichter als mit For-
maldehyd reagieren diese Gruppen sicher mit salpetriger Sdure. Min-
destens vom Pyrrolidin (enthalten im Prolin) und vom Indol ist die
Umsetzung mit salpetriger Siure bekannt®). Im Desaminocasein sind
demnach diese Iminogruppen durch Nitrosierung blockiert. Trotzdem
vermag Desaminocasein noch betrichtliche Mengen Formaldehyd zu
binden. So fanden wir in einem Desaminocasein, das 24 Stunden bei
70° mit 10-proz. Formaldehydlésung gegerbt worden war, 3,499,
nicht auswaschbaren Formaldehyd.

Dass die Sulfhydrylgruppe des Cysteins leicht iiber ein weites
pr-Gebiet mit Formaldehyd reagiert, haben Ratner und Clark?) ge-
zeigt. Im Eiweiss findet sich allerdings meist nicht das Cystein, son-
dern sein Dehydroprodukt, das Cystin. Nach Bowes und Pleass?) soll
die —S—8—-Briicke des Cysting durch den Formaldehyd reduktiv
gespalten werden. Die dabei entstehende —SH-Gruppe reagiert

1) J. int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 549 (1939).

2} Svensk kem. Tid. 52, 281 (1940).

%) Fine mindestens teilweise Zerstorung des Guanidinrestes gelingt mit Hypochlorit.

4) Biochem. J. 7, 101 (1912).

8) Siehe: Suiermeister und Browne, Casein and its Industrial Applications. New
York 1939.

%) Siehe: Betlstetn, Organische Chemie.

) Am. Soc. 59, 200 (1937).

8) J.int. Soc. Leather Trades Chemists 23, 451 (1939).
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dann natiirlich mit Formaldehyd. Der hichste in der Literatur ange-
gebene Wert fiir den Cystingehalt des Caseins ist 0,34 %?'). Nun ent-
hilt das Casein aber ca. 0,89, Schwefel. Davon fillt ca. 0,3%, auf
Methionin?). Die Bindungsart des Restes ist unbekannt. Wenn wir
annehmen, dass 0,59, Schwefel als Cystein oder Cystin vorliegen, so
wiirde dies die Bindung von ebenfalls 0,5 %, Formaldehyd erméglichen.
Sogar dieser dusserste Wert ist viel kleiner als das, was {iber die Bin-
dungsfihigkeit der Aminogruppen hinausgeht. Es miissen also schon
noch andere reaktionsfihige Gruppen gesucht werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Reaktion mit Formaldehyd bietet
der Phenolkern des Thyrosins. Die Angaben fiir dessen Gehalt im
Casein liegen zwischen 4,5 und 7,5%,. Vom p-Kresol ist bekannt, dass
es mit Formaldehyd in den beiden ortho-Stellungen reagieren kann?).
Hierzu ist jedoch Natronlauge oder konz. Salzsiure als Kondensa-
tiensmittel erforderlich. Ohne solche reagiert es, wie auch das Phenol
selber, erst bei hoherer Temperatur mit merklicher Geschwindigkeit.
Mindestens bei den bei fast neutraler Reaktion und Zimmertempera-
tur ausgefithrten Gerbungen ist es deshalb nicht wahrscheinlich, dass
der Phenolrest des Tyrosins Formaldehyd bindet. Dagegen wird er
bei der Behandlung des Caseins mit salpetriger Sdure nitrosiert3).
Nun kann aber, wie schon ausgefiihrt, Desaminocasein noch betriacht-
liche Mengen Formaldehyd binden. Hiefiir kann demnach auf keinen
Fall das Tyrosin verantwortlich gemacht werden.

Es bleibt somit als formaldehydbindende Gruppe noch die
Peptid-Iminogruppe.

Die Annahme, dass auch die Peptidgruppen Formaldehyd bin-
den, ist schon von verschiedenen Autoren gemacht worden4t). Wir
schliessen uns ihnen an, denn folgende Tatsachen sprechen fiir diese
Annahme:

1. Cherbuliez und Feer®) haben gezeigt, dass das Diketopiperazin,
welches als eine geeignete Modellsubstanz fir die in Frage stehende
Reaktion angesehen werden kann, leicht 2 Mol Formaldehyd an den
—NH—-Gruppen anlagert zu 1,4-Di-oxymethyl-2, 5-diketopiperazin.
Die Autoren geben auch eine Zusammenstellung anderer Siureamide,
die mit Formaldehyd reagieren.

2. Aus dem Studium des zeitlichen Verlaufes der Formaldehyd-
bindung durch das Casein®) geht hervor, dass sich eine rascher und
eine langsamer verlaufende Reaktion tiberlagern. Die Reaktionsge-

1) Sutermeister und Browne: Casein.

%) Vgl z.B. Kibner, Angew. Chem. 46, 251 (1933).

3) Hierauf beruht die Millon’sche Reaktion. Desaminocasein selber ist gelb und wird
mit Alkalien rot. Siehe auch Wicke, A. 101, 317 (1857).

*) Siehe Gustavson, Koll. Z. 103, 43 (1943).

5) Helv. 5, 678 (1922).

%) Vgl II1, Helv. 26, 1075 (1943), Fig. 1.
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schwindigkeitskurve dieser zweiten Reaktion, die auch nach 30 Tagen
noch keineswegs beendet ist, scheint fast linear zu verlaufen?). Es
muss sich also um eine Reaktion handeln, bei der die Menge der
reagierenden Gruppen wihrend der betrachteten Zeitspanne nicht
merklich abnimmt. Dies trifft nur fiir die sehr zahlreichen Peptid-
gruppen zu, denn wenn dieselben 1,59, des Caseingewichts an For-
maldehyd gebunden haben, so hat erst jede zwanzigste mit einer
Molekel Formaldehyd reagiert.

Anhang.
1. Die Bestimmung des Sdurebindungsvermdogens.

Diese Bestimmung kann dank der Unldslichkeit des Caseins in verdiinnter Schwefel-
saure sehr einfach und exakt wie folgt ausgefithrt werden:

0,5 g lufttrockenes Casein werden in eine Glasstopselflasche abgewogen. Nach Zu-
gahe von genau 30 cm?® Schwefelsiure bekannter Konzentration wird verschlossen und
4 Stunden lang bei Zimmertemperatur gerollt. Nach dieser Zeit ist der Gleichgewichis-
zustand sicher erreicht; er bleibt auch nach 20 Stunden unverandert. Casein und iiber-
stehende Flissigkeit werden dann durch scharfes Zentrifugieren voneinander getrennt
und 20 cm? der letzteren mit Natronlauge und Methylrot als Indikator titriert. Aus dem
gefundenen Werte lisst sich berechnen, wieviel Schwefelsiure vom ungelésten Casein
gebunden worden ist. Eine Spur Casein geht allerdings in Lésung, jedoch so wenig, dass
das Resultat dadurch nicht wesentlich beeinflusst wird.

Die Saurebindung hiingt von der Menge, resp. von der Konzentration der zugesetzten
Saure ab. Tabelle 5 enthalt die Werte, die wir fiir das von uns bergestellte Casein unter
Verwendung von je 30 cm? Schwefelsiure steigender Konzentration (bis zu 0,05-n.) er-
hielten.

Tahelle 5.

Milli-Aquivalente
H'/g trock. Casein

Milli-Aquivalente
H-/g trock. Casein

zugesetzt gebunden zugesetzt gebunden
0,448 0,392 1,794 0,732
0,897 0,622 2,242 0,763
1,345 0,697 3,363 0,763

Man sieht, dass ein betrachtlicher Uberschuss an Saure notig ist, damit die gesuchte
maximale Saurebindung erreicht wird, dass aber noch mehr Siure dieselbe nicht mehr
verindert. Wenn die bendtigte Sduremenge einmal ermittelt ist, so kann man sich bei
weiteren Messungen natiirlich mit einem einzigen Ansatz begniigen.

2. Die Bestimmung des Van Slyke-Stickstoffes.

Die von van Slyke zur Bestimmung primérer aliphatischer Aminogruppen ange-
gebene Methode2) konnte von uns nicht unverindert itbernommen werden. Sie setzt
voraus, dass der zu analysierende Stoff gelost werden kann, was fiir gegerbte Caseine
unmoglich ist. Wir arbeiten deshalb wie folgt:

Als Reaktionsgefiss verwenden wir eine 50 cm? fassende Weithalsflasche, die durch
einen Gummistopfen verschlossen werden kann, der in vier Bohrungen zwei kleine Tropf-

1) Wir sind daran, den zeitlichen Verlauf der Formaldehydbindung weiter, d. h. iiber
ein ganzes Jahr, zu verfolgen.
%) Siehe Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, 2. Aufl.,, Bd. 4, S.463.
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trichter und ein Zuleitungs- und ein Ableitungsrohr fiir Gas trigt. In diese Flasche wer-
den 0,6 bis 1 g Casein eingewogen. Man setzt 15 cm3 Wasser, 3 cm?® 1-n. Natriumsulfat-
16sung sowie einen Tropfen Amyl- oder Oktylalkohol zu, schwenkt um, bis alles benetzt
ist, und lasst 30 Minuten quellen. Nun wird die vom Casein noch festgehaltene Luft
durch vorsichtiges Evakuieren (vom Gaszuleitungsrohr her) entfernt. Das Schiumen der
Mischung bekampft man dadurch, dass man durch den kleineren Tropftrichter noch
etwas Amylalkohol zugibt. Nun wird das Gefiss durch das Gaszuleitungsrohr mit luft-
freiem Kohlendioxyd: (aus einem Kipp) gefiillt. Jetzt lisst man durch den grésseren
Tropftrichter 5 cm? Eisessig einfliessen, worauf man nochmals kurz evakuiert und wieder
mit Kohlendioxyd auffiillt. Am kapillaren Gasableitungsrohr angeschlossen war bereits
cine mit Zweiweghahn und Niveaugefiss versehene Gasbiirette, die als Sperrflissigkeit
1-proz. Schwefelsiure enthilt. Der bisher geschlossene Zweiweghahn wird nun so gedreht,
dass Reaktionsgefiss und Gasbiirette miteinander verbunden sind. Jetzt lisst man durch
den grosseren Trichter tropfenweise eine ausgekochte Losung von 3 g Natriumnitrit in
10 em?® Wasser zufliessen. Die Gasentwicklung setzt sofort ein. Zu starkes Schiumen
wird durch weitere Zugabe von Amylalkoho!l bekimpft. Die Zeit, zu der das Nitrit zu-
gesetzt wird, ist zu notieren. Eine Stunde nach Zugabe des Nitrits wird der entwickelte
Stickstoff zum erstenmal gemessen. Das Gasgemisch (N,, NO und NO,) wird durch den
Zweiweghahn in eine Absorptionspipette nach Hempel getrieben. Diese enthilt 10-proz.
Natronlauge, die mit Kaliumpermanganat gesattigt ist. Das Reaktionsgefiss wird zweimal
mit 50 cm? Kohlendioxyd ausgespiilt und auch dieses Gasvolumen in die Pipette ge-
trieben. Die Absorption und die Messung des verbleibenden Stickstoffes miissen rasch
vor sich gehen, damit im Reaktionsgefiss inzwischen kein zu grosser Uberdruck ent-
steht. Man nimmt nun eine Zeitkurve der van Slyke-Reaktion auf, indem man wahrend
ca. 4 Stunden alle 30 bis 40 Minuten den entwickelten Stickstoff misst. Dies ist ndtig,
weil die Reaktion nie zu einem Ende kommt. Die Zeitkurven der Stickstoffentwicklung
haben alle dieselbe Form (I), wie sie in Fig. 1 wiedergegeben ist. Man erkennt deutlich,

em’ N,
15 _‘w—‘*/,o/‘ —
__“-_"‘-/:/37 17—
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L //

0 ! 2 3 4 Stunden
Fig. 1.
dass sich zwei Reaktionen iiberlagern, eine rasch beginnende und nach 2 bis 3 Stunden

beendete Reaktion (II) und eine andere, langsame, deren Kurve (III) linear mit der Zeit
verlduft. Bei der letzteren diirfte es sich um eine Umsetzung mit den Peptidgruppen
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handeln?). Der Schnittpunkt des linearen Kurvenstiickes mit der Ordinate ergibt den End-
wert der rasch verlaufenden Reaktion der salpetrigen Séure mit den freien Lysinamino-
gruppen. Unter Verwendung dieser graphisch ermittelten Stickstoffvolumina lassen sich
die van Slyke-Werte mit einer Genauigkeit von 4 1% reproduzieren.

Zusammenfassung.

Es wurde festgestellt, dass bei der Einwirkung von Formaldehyd
auf Casein bei pg 5—6 und Zimmertemperatur in erster Linie die
freien e-Aminogruppen des Lysins in Reaktion treten.

Aus dem Vergleich des Formaldehydbindungsvermogens von
desaminiertem und gewdohnlichem Casein und aus der Verminderung
des van Slyke-Stickstoffes bei der Formaldehydgerbung ist zu schlies-
sen, dass sich die freien Lysinaminogruppen mit dem Formaldehyd
im Verhidltnis 1:1 verbinden. Es konnte erstmals einwandfrei nach-
gewiesen werden, dass bei der Reaktion zwischen Formaldehyd und
Casein Wasser abgespalten wird. Die kondensierte Wassermenge wurde
als dquivalent dem durch die Lysinaminogruppen gebundenen For-
maldehyd gefunden. Schliesslich konnte erneut gezeigt werden, dass
ausser den Lysinaminogruppen noch andere Gruppen im Casein vor-
handen sind, die schon in schwach saurem Medium Formaldehyd
binden. Eine Reihe von Griinden sprechen dafiir, dass es sich dabei
vor allem um die Peptidgruppen handeln muss. Die Reaktion zwischen
den Peptidgruppen und dem Formaldehyd ist aber mindestens in der
Kilte mit keiner Kondensation verbunden.

Die mitgeteilten Versuche fithren zum Schluss, dass die eigent-
liche Gerbwirkung des Formaldehyds (Verlust der Ldslichkeit, Ver-
minderung der Quellfdhigkeit) dadurch zustande kommt, dass zwi-
schen den freien Lysinaminogruppen einerseits und den Peptidgruppen
andererseits Methylenbriicken gebildet werden, was eine hauptvalenz-
missige Verkniipfung der Proteinmolekeln untereinander bedeutet.

Bern, Chernisches Institut der Universitit,
Organische Abteilung.

1) Es ist auch von gewissen einfachen Peptiden bekannt, dass sie mehr Stickstoff
entwickeln als den freien NH,-Gruppen entspricht. Siehe Houben-Weyl, loc. cit.



