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dass das Desaminocasein immer noch geringe Reste von freien 
Aminogruppen enthielt. Bemerltenswerter noch ist der zusatzlichc 
Gerb'effekt (Verminderung der Quellung von 4,3 amf 2,4), der hicr 
in der Hitxe crreicht wird. Fur diesen Effekt giht es kaum eine andere 
Erklarung, als dass die alkoholischen OH- Gruppen, welche bei der 
Desaminierung eingefuhrt worden sind, in der Hitze zu ciner Briickcn- 
bindung mit dem Formaldehyd befahigt sind. Das Quellungsvolumcn 
blcibt allerdings noch wrscntlich iiber demjenigen eincs kaltgegerbtcn 
Normslcaseins, 

Z u s a m m  (3 nf a s s u n g. 
Es wurdc das Pormaltlehydbindungsvcrmiigrn t ies  Caseins bsi 

70" verfolgt. I n  5 Tagen ubersteigt dasselbe 10%. hls  ungefahres 
Mass musste die Gewichtszunahme des Caseins bei dcr Gerbung 
dienen, denn es erwics Rich hci den heissgegerbten Praiparatm alx 
iinmiiglicli, den gebundcnen Formaldehyd quantitativ abzuspallm 
i intl  zu hcstimmen. Ein Teil bleibt irreversibel an  das Casein fixiert. 
Der in cier Hitze zusiitzlich aufgenonimeno Formaldehyd hewirkt, 
verglichcn mit der Kaltgerbung, keinen crhijhten Gerbcffekt, ge- 
messen din& die Quellungsverminderung bei Caseinpulver und 
(lurch die N;~ssrcissfcstiglic~it bei Caseinfascrn. 

Bern, I nstitut fur allgemeine unci speziello 
organische Chernie. 

25. Die Umsetzung des Caseins mit Formaldehyd. 
VIII. Versuehe rnit Aeetyleasein 
von Hs. Nitsehmann und H. Lauener. 

(21. XIi. 45.) 

In tier V. Mitteilungl) haben wir auf die Bedeutung tier freicri 
3 H,- Gruppcn fur die Pormaldehydhartung hingewiesen. 11:s wurde 
(tort neucs Heweismaterial fur die such von andereii Rutoren vrr- 
Lretene Ansicht beigehracht, dam dic freicn Aminogruppen un- 
bedingt erforderlich sind , wenn der Formaldehyd eine eigentliche 
Gerbwirkung (Aufhebung der Losliclikeit in Alkalien, starke Ver- 
minderung der Quellfihigkeit) ausuben soll. Casein wurde durch 
Hehandeln mit salpetriger Saure desaminiert. An diescm Desamino- 
casein wurde gezeigt, dass cs bei der Formaldehydgerbung in der 
Malte fur jede entfernte Aminogruppe 1 Mol CH,O weniger bindet., 
Zudem bindet es nur linter Anlagerung, w5hrtml gewiihnliches 

I )  Helv. 27, 299 (1944). 
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(lasein an seine NH,- Gruppen den Formaldehyd unter Kondensation 
bindet. Auf Grund dieser Versuche kamen wir zu der Auffassung, 
tlass der Formaldehyd Methylenbrucken zwischen den freien NH,- 
Gruppen und den Peptidiminogruppen bildet. Das Desaminieren 
zwecks Ausschaltung der freien Aminogruppen hat den Nachteil, 
tlass salpetrige Saure sicher auch noch anderweitig rnit dem Protein 
reagiert. Bekannt ist z. B., dass der Phenolkern des Tyrosins nitro- 
siert wird; diese Reakt'ion ist fur die braune FBrbung des Desamino- 
caseins verantwortlieh. Bei der Desaminierung treten an Stelle der 
NH,- Gruppen OH- Gruppen, uber deren Reaktionsfahigkeit mit 
Formaldehyd Genaues nicht bekannt ist,. Eine andere Moglichkeit 
zur Rlockierung der Aminogruppen hat man in der Acetylierung. 
Rei dieser R,eaktion werden Peptidiminogruppen gebildet', wie sie 
ja bereits in grosser Zahl im Protein enthalten sind. Ausserdem ist 
damit zu rechnen, dass alkoholische und phenolische OH- Gruppen 
verestert werden. Ein Vergleich der FormaldehydbindefBhigkeit und 
der Gerbbarkeit des Acetylcaseins mit der von gewohnliehem Casein 
verspricht deshalb ebenfalls gewisse Einblkke in den Chemismus 
des Gerbprozesses. Wir berichten uber einige solche Versuche, welche 
vor allem erneut die entscheidende Rolle der primiiren Aminogruppe 
fur die Gerbung beweisen. 

1. D i e  D a r s t e l l u n g  d e r  Acet)ylcaseine.  
Bur Acetylierung des Caseins bedienten wir uns der eleganten 

Methode der Umsetzung rnit Keten. Wir arbeiteten dabei nach den 
Angaben von Schoberl und Krzcmeyl), indem wir Keten in eine 
Caseinlosung von mlssig alkalischem pH einleiteten. Das acetylierte 
Casein wurde durch Fallen mit Saure isoliert. 

Die Darstellung des Iietens geschah durch pyrogene Zersetzung von Acetondampf 
in einer ,,Ketenlampe", die im wesentlichen derjenigen von E.  Ott2) nachgebildet war. 

Die Gluhlampe, von der nur die Drahte mit=dem (kstell auswechselbar in die Ap- 
paratur eingesetzt wurden, bezogen wir von der Gliihlampenfabrik Aarau B.G. Wir ver- 
wendeten Lampen zu 125 Volt/40 Watt ohne Sockel und nicht evakuiert mit geradem 
Gliihdraht3). Lampen, deren Gliihdraht eine enge Spirale ist, sind nicht geeignet, weil sich 
diese bald mit dichtem, leitendem Kohlenstoff anfiillt. Zum Einsetzen in die Schliff- 
apparatur wird der Glaskolben der Lampe zertrummert und das Glas vorsichtig bis zuin 
Quetschfuss, wo die Zufiihrungsdrahte eingeschmolzen sind, abgetragen. Die Zufiihrungs- 
drahte, deren einer mit einem diinnen Glasrohrchen isoliert wird, und das Evakuierungs- 
rohrchen rnit dem ganzen Gliihdrahtgestell werden nun in das Glasrohr des Schliff- 
stopfens eingefiihrt. An dessen oberen Ende werden die Drahte mit einern Zapfchen ein- 
geklemmt und damit das ganze Gliihdrahtgestell fixiert. Beim Inbetriebsetzen der L a m p  
wird zuerst das Aceton im Kolben zum Sieden gebracht. Wenn alle Luft verdrangt ist, 
wird die Lampe mit 220 Volt unter Vorschaltung eines Schiebewiderstandes von max. 
4-500 Ohm zum Gluhen gebracht. Bei mittlerer Rotglut liefert sie etwa 0,6 g Keten pro 

l) Beih. Z. Ver. dtsch. Chem. 45,43 (1942); Zellw., Kunstseide, Seide 46,445 (1941). 
z, J. pr. [2] 130, 177 (1931). 
3, Fur 125 V.-Lampen war die Netzspannung von 220 V. gerade gross genug, um 

die Drahte auch im Acetondampf zum Gliihen zu bringen. 
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Stunde. Es empfiehlt sich, das Ketengas nach dem Verlassen des Kiihlers noch durch ein 
mit Glaswolle gefiilltes und aussen mit Eiswasser gekuhltes U-Rohr zu schicken, um 
Acetonreste und gelbe, teerige Verunreinigungen zuriickzuhalten. 

Pig. 1. 
Apparat zur Ketenerzeugung. MaBstab 1 : 6. 

Wir acetylierten jeweils 250 em3 einer 10-proz. Natriumcaseinatlosung vom pH 7 8 .  
Das Keten wurde unter krilftigem Riihren durch ein Glasrohr mit Spitze eingeleitet. Das 
lastige Schhumen kann durch Zusatz von Amylalkohol bekampft werden. Durch lang- 
sames Zutropfenlassen von verdiinnter NaOH bei stilndiger Kontrolle wird das pE konstant 
gehalten. Es wurde 2, 6, 22 und 40 Stunden lang Keten eingeleitet. Die Isolierung des 
acetylierten Caseins bereitete einige Schwierigkeiten. Der isoelektrische Punkt sinkt 
durch die Acetylierung stark ab. Das 6 Stunden ketenisierte Priiparat musste zur Fiillung 
bis pH 3,8 angesauert werden. Das Acetylcasein ist schleimig und kaum filtrierbar. Es 
wurde durch Zentrifugieren und Dekantieren his zur Freiheit von (31'-Ionen gewaschen. 
Zuletzt wurde das Wasser durch Alkohol und Ather, oder - bei den starkst acetylierten 
Priiparaten, die ziemliche Alkoholloslichkeit zeigten - mit Aceton verdrangt. Trocknen 
im Exsikkator gibt ein leicht zerreibbares Produkt. Die Ausbeute an acetyliertem Casein 
betrug nur 80% des eingesetzten Caseins. Gewisse Anteile werden durch die Acetylierung 
Ioslich und gehen deshalb bei der Aufarbeitung verloren'). 

2. Das  Forma1dehJ;dhindungsvermogen von ace ty l i e r t en  
C a s e i n e n .  

In Tab. 1 ist fur unsre Acetylcaseine der nach van Slyke  be- 
stimmbare Gehalt an freien Aminogruppen sowie der bei 30 tagiger 
Gasgerbung erzielte Formaldehydgehalt eingetragen. 

1) In einem Falle wurden des fehlenden Caseins in der Mutterlauge der ersten 
in der alkoholischen Waschfliissigkeit nachgewiesen. Die Ketenisierungs- Fallung und 

dauer hatte bei diesem Priiparat 6 Stunden betragen. 
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Gasgerbung im Exsikkator neben einer Losung von 26 g CaCl, in 100 em3 38-prOZ. 
Formalin; Zimmertemperatur. Luften der Praparate durch Ausbreiten an der Luft 
wahrend 14 Tagen. 

Es zeigt sich, dass bereits nach 6 Stunden praktisch alle NH,- 
Gruppen acetyliert sind. Vergleicht man die Zahlen in der 4. Kolonne, 
so ergibt sich folgendes : 1. Das Formaldehydbindungsvermogen hat 
durch die Acetylierung samtlicher NH,- Gruppen iiherraschend wenig 
abgenommen, namlich nur um ca. 0,03 Mmol pro g, wahrend im 
Casein 0,63 Mmolig FH,-Gruppen enthalten sind. Daraus muss ge- 
schlossen werden, dass auch die acetylierte Aminogruppe Form- 
aldehyd bindet. 2. Acetyliert man langer als notig ist, um alle NH,- 
Gruppen umzusetzen, so erfahrt das Formaldehydhindungsrermogen 
eine weitere Verminderung. Der Grund liegt darin, dass auch OH- 
Gruppen acetyliert werden. Im freien Zustand sind sie zur Bindung 
von Formaldehyd befahigt, acetyliert natiirlich nicht mehrl). Wir 
haben schon friiher 2, aus Versuchen mit Desaminocasein geschlossen, 
dass die OH-Gruppen unter den angewandten Bedingungen Form- 
aldehyd binden. Die neiien Versuche bestatigen dies. 

Tabelle 1. 

-4c 2 6 
A C 3  ' 22 

I 
' Dauer der Vun Slyke-NH, 

Prap. I Ketenbehand- ' vor der Gerbung lung in 
Stunden 1 "mO1/g 

0,032 
nicht nachweisbar 

I 

CH,O-Gehalt 

in % 

2,68 

2,55 
2,51 
2,21 

- 

- 

in Mmol/g 

0,88 

0,85 
0,84 
0,75 

~_. 

Wir untersuchten nun weiter, oh bei der Formaldehydbindung 
des Acetylcaseins Wasser kondensiert wird oder nicht. Wir hatten 
fruher gezeigt, dass dies beim nativen Casein der Fall ist,  beim 
desaminierten aber nicht. 

Die Arbeitsweise war die gleiche wie friiher: 28 Tage Gasgerbung der genau ge-  
wogenen Proben, 14 Tage Luften, Bestimmung der Gewichtszunahme und des Formal- 
dehydgehalte~~). AUS der Differenz der beiden Werte liisst sich die kondensierte Wasser- 

l) Sehoberl und Ktume?y (loc. cit.) erzielten beim Ketenisieren von Casein einen 
maximalen Acetylgehalt von 4,7 76. Die Van Blyke-Aminogruppen lronnten a k i n  nur 
2,7% binden. Die phenolischen OH-Gruppen des Tyrosins reagieren vie1 langsamer als 
die NH,-Gruppen, wie Stern und White am Insulin (J. Biol. Chem. 122, 371 (1938)) und 
Sandor und Goldie (C. 1939, I, 1186) am Pferdeserum gezeigt haben. 

2, Helv. 27, 302 (1944). 
3, Vgl. Helv. 26, 1070 (1943). Bei der Destillation der gegerbten A4cetylcaseine mit 

Phosphorsaure zeigte sich, dass sie nicht in Losung gingen. Deshalb wurde auch der 
Formaldehyd langsamer abgespalten, und es niusste dreimal statt nur zw-eimal destilliert 
werden. 



188 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

menge und damit die Menge des als Methylol- und als Methylengruppe gebundenen Form- 
aldehyds berechnen. 

Tabelle 2. 
Casein 

1. 1 2.  
~ - ~~ 

~ ~~ ~ 

~~~~ ~~ 
~~~~~~ - ~ 

Gewicht vor der Gerbung in mg 290,33 335,78 
Gewicht nach der Gerbung in mg 299,20 345.70 
Ckwichtszunahme (a) in "4 . . . 2,96 2,87 
Analyse: CH,O (b) in o/o . . . . 3,77 3,73 
nifferenz: &-a, . . . . . . . . 0 , ~  ' O,SS 
CH,O angelagert in 7; . . . . 2,42 2,28 

Acetylcasein AC 2 
1. j 2.  

~~ ~- ~ 

3.37 3.36 
-0,Ol -O,O3 

3,38 ' 3,39 
CH,O kondensiert in "4 . . . . 1,35 ' 1,47 0 ' 0  
CH,O kondensiert in Mmol'g . . 0,45 ' 0,49 0 1 0  

Tab. 2 zeigt, dsss in Restatigung der fruheren Versuche beim 
nativen Casein ein Teil des Formaldehyds unter Kondensation ge- 
bunden wird, unter den hier angewandten Bedingungen ca. 0,47 
Jllmol/g. Bei der Reaktion mit Acetylcasein hat keine Kondensation 
stattgefunden, trotzdem dasselbe ebenfalls betrachtlich Formaldehyd 
gebunden hat1). Wenn das Acetylieren der freien Aminogruppen die 
Kondensation bei der Formaldehydhartung (mindestens in der Kalte) 
verhindert, so muss es damit auch die Bildung von Hauptvalenz- 
briieken zwischen den Proteinmolekeln verunmoglichen. Da nur die 
Bildung solcher Brucken eine eigentliche Gerbwirkung mit sich 
bringt, ist eine solche bei der Einwirkung von Formaldehyd auf 
Acetylcascin nicht zu erwarten. Die Tatsachen bestatigen dicse 
Erwartung. 

3 .  D a s  Quellungsvermogen von Formaldehyd-Acety l -  
casein. 

Wir h ab en bei z wei ver schieden h oh en Luf t f  euch t igkeit sgraden 
die Wasseraufnahme vor und nach der Gerbung, sowie das Quellungs- 
volumen in 0,l-n. KaOR an 0,25 g der pulverforrnigen Priiparate 
hestimint ". 

I) Die Differenz des Formaldehydgehaltes des gewiihnlichen und des Acetylcaseins 
ist hier grosser als beim Gerbversuch der Tab. 1. 

Wir deuten dies folgendermassen: Die grijssere Differenz kommt durch die Formal- 
dehydbindung der freien OH-Gruppen zustande, die im Praparat AC 2 zum Teil blockiert 
sind. Bei langerem oder intensiverem Liiften wird die halbacetalische Rindung mehr und 
mehr gespalten, und dadurch gleichen sich die Formaldehydgehalte der beiden Praparate 
wieder an. In  der Tat war beim friiheren Versuch die Liiftung vie1 wirksamer, weil das 
Casein damals in dunner Schicht ausgebreitet wurde und nicht in den Wlgeglaschen 
blieb, wie hier. 

2, Diese Messungen wurden in gleicher Weise wie in Helv. 26, 1085 (1943) be- 
schrieben ausgefiihrt. 
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Tabelle 3. 

189 

15,45 

I I 

2035 

~ CH,O-Gehalt ~ 

in % I Praparat 

AC 2,28 Tage Gasgerbung 
bei 1 8 O  . . . . . . . I  3,36 

AC2, 1 Tag Gasgerbungl 
bei 70" . . . . . . 

bei 70" . . . . . . . /  ca. lo1) 
AC2, 5 Tage 

Quellungsvo 
in 0,l-n. 1 NaOH 

nach 24 Std 
~ _ _  
-1 

j loslich 

c (Casein) . . . . . . . I  o 18,58 1 24,32 I loslich 

C, 28 Tage Gasgerbung bei 1 ~ i 18" . . . . . . . . . /  3,75 ' 17,58 ~ 22,68 I 1,7 

1 I 

Aus der Tab. 3,  in der zum Vergleich noch zwei Werte fur 
gewohnliches Casein aufgefuhrt sind, ergibt sich : 

1. Durch das Aeetylieren wird das Wasserbindungsvermogen 
des Caseins sehr betrachtlich herabgesetzt, weil das Hydratations- 
bestreben der NH,- und der OH-Gruppen durch die Umsetzung 
verminder t wird . 

2. Das Wasserbindungsvermogen des Acetylcaseins wird durch 
nachhaltige Formaldehydgerbung (sogar bei 70O) so gut wie gar 
nicht herabgesetzt, im Gegensatz xu den Verhillbnissen beim gewohn- 
lichen Casein. 

3 .  Quellung in 0,l-n. NaOH: 28 Tage Gasgerbung bei 1 8 O  
nimmt dem Prilparat AC 2 gerade die Loslichkeit, jedoch ist 
das Quellungsvolumen ausserordentlich gross. In diesem Praparat 
waren naeh 6-stundiger Ketenisierung ca. 95 yo aller NH,-Gruppen 
acetyliert. Wir untersuchten noch die 22 und 40 Stunden keteni- 
sierten Caseine AC 3 und AC 4 und fanden, dass dieselben naeh 
28 Tagen Gasgerbung bei 1 8 O  in 0,l-n. NaOH loslich blieben. Es 
ergibt sich somit, dass bei quantitativer Acetylierung der NH,- 
Gruppen Bormaldehyd in der Kiilte keine Rruckenbindungen mehr 
eingehen kann. Bei der Heissgerbung scheinen die Verhilltnisse aller- 
dings anders zu sein, denn hier wird das Quellungsvermogen in 
verdunnter Natronlauge sehr stark herabgesetzt j allerdings bleibt es 
noch betrachtlich uber dem des gewohnlichen, kaltgegerbten Caseins. 
Man muss daraus wohl schliessen, dass bei 70° auch ohne NH,- 
Gruppen noch einzelne Brucken gebildet werden konnen. 

Z u s ammenf a s sung. 
Es wurden versehieden stark acetglierte Caseine durch Ein- 

leiten von Keten in Natriumcaseinatlosung hergestellt. AUS dem 
l) Gewichtszunahme bei der Gerbung. 
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wenig verminderten Formaldehydbindungsvermogen der acety- 
lierten Caseine muss geschlossen werden, dass auch die acetylierte 
XH,-Gruppe noch Formaldehyd zu binden vermag (28 Tage Gas- 
gerbung bei 18O). Bei dieser Reaktion wird kein Wasser kondensiert. 
Dagegen konnte erneut nachgewiesen werden, dass die freien Amino- 
gruppen im gewohnlichen Casein den Formaldehyd unter Konden- 
sation binden. Die Gerbung in der KSilte bewirkt somit beim Acetyl- 
casein auch keine eigentliche Gerbung : Stark acetylierte und dann 
formalisierte Caseine bleiben wegen der fehlenden Bruckenbindungen 
in verdunnter Natronlauge loslich. Die Heissgerbung ( 70°) bringt 
diese Loslichkeit allerdings zum Verschm-inden, jedoch bleibt das 
Quellungsvermogen eines solchen Praparates weit uber dem des 
gewohnlichen Caseins, das bei 18O gegerbt worden ist. Die Versuche 
bestatigen erneut die entscheidende Bedeutung der freien NH,- 
Gruppen fur die Formaldehydgerbung. 

Bern, Institut fur allgemeine und spezielle 
organische Chemie. 

26. Polarographisehe Untersuehungen an organisehen Verbindungenl) 
von R. Pasternak und H. v. Halban. 

(22. XII. 45.) 

Die Absicht, polarographische Untersuchungen an organischen Verbindungen anzu- 
stellen, ging aus dem Wunsch hervor, vielleicht auf diesem Wege etwas uber die Konsti- 
tution der Verbindungen zu erfahren, die bei den Arbeiten uber die Photochemie des 
Tetrabenzoyl-&thylens gefunden wurden2). Es erwies sich aber bald als lohnend und er- 
wiinscht, den Rahmen etwas weiter zu spannen, da die Anwendung der Polarographie 
auf organische Verbindungen noch keineswegs so ausgebaut ist, wie das heute bei einigen 
andern physikalischen Methoden der Fall ist. 

Die quantitative Deutung der polarographischen Erscheinungen 
ist erst fiir reversible Elektrodenvorgiinge durchgefuhrt worden, von 
J .  He@-ovsk93), dem Schopfer der Methode, fur anorganische, von 
I). H .  ~TIueZZer4) fur organische Systeme. Eine Darstellung der Theorie 
wurde den Rahmen dieser Zusammenfassung uberschreiten. Es sei 
fiir sie, sowie fur die Aufnahmetechnik, auf die Originalliteratur 
und auf die kurze Darstellung in der Dissertation verwiesen. 

l) Kurzer Aaszug aus einem Teil der Diss. von R. Pastermk, Zurich 1946. 
2, Vgl. Keller, H .  und z'. Halban, H., Uber die Photochemie des Tetrabenzoyl- 

athylens V, Helv. 28, 542 (1945), und die dort angefuhrten fruheren Mitteilungen. 
3, Heyrovskd,J. Polarographie, S p r i n g e r  1941, s. auch Kolthoff, J .M.  und Linganr, 

J .  J. ,  Chem. Rev. 24, 1-94 (1939); w. Stuckelberg, M., Z. El. Ch. 45, 466-491 (1939). 
4, Nueller, 0. H . ,  Chem. Rev. 24, 95-124 (1939) und Am. Sor. 62, 2434 (1940). 




