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161. Zusammensetzung des Wal-m yoglobins ‘) 
von Karl Schmit12). 

(8. IV. 49.) 

Die in den letzten Jahren gewonnt~ri~~n, 1 )w lwtsamen 
Fortschritte der Eiweissforschung fortlei tc-n die Keniit l i i  

der Darstellung und Eigenschaften als aii(411 tier. A ~ ~ i : ~ l y s e  (1~11. Eiweiss- 
korper in weitem Masse. Der Ausbau d ( ~ r  Aiiitlj be ist ;rl)t.r nocli in  
steter Entwieklung hegriffen, und es wii ti verhixcaht tl i c b  Znsammen- 
setzung eines Proteins mit nioglichst wei tip S u  z iii kiirzer Zeit 
zu finden. In  dieser Hinsicht sei auf (lie intt n l o ~ i  I<rgcbnissc 
hingewiesen, die mit Hilfe der Verteil ,iehri)rn;bl ogra p l i i t .  crrcicht 
m-orden sind3). Damit wurden die kl t hen N c ~ ~ o ~ v I ~ ~ )  zur  He- 
stimmung der Aminosiiuren uberholt, n:tcli clenen (lie H;IWII iiach rlerri 
Kossel’schen Silber-Barytverfahren, die nchutriikri li2in c*is+l)austeine 
nach der Estermethode von Fischer und t l ( 1 i  Extritkt ionsriii~t liode 1011 

Dnkin, und die SBurcn nach der Method(> 1 on ~ ‘ / ~ i h t i d l ~ ~ )  zu ermitteln 
waren. 

Heute stehen ziir Restimmung jedtAi. lmiiiosiiurt~ iriclirere Me- 
thoden mit verschiedenem Anwendung sl: m e k h  z ur 1’ c’ ifugung6). 
Chibi~aZZ, der die in cherniseher Hinsicht girngki:ii*st en Iitist irnmuiigs- 
methoden’)*) entwickelte, konnte so als cfirbter iiber (lit. .hiinosaiurc- 
zusammensetzung mehrerer Proteine b t~nc l i t r~ i~ ) .  1T7ean  von den 
mikrobiol~gischen~) und enzyniatischen ‘I)) Verlnliren hi)\$ ii. von der 

l) Vorlaufigc Mitteilung: K.  Schmid, Nature, i r i i  J)ruc’n 
2, Gegenwartige Adresse: Department of Ph? -i( < ~ 1  (’licmii~t r j  , 1 ! a n  ‘ird Medic~l  

Sciiool, Boston 15. 
3) R. Condson, Nature 162, 359 (1948) ; L. Naflttliri, Kat U I C  I6 I ,  7(i3 ( I 948) ; A .  A”. 

Keston, S. Undenfriend und R. K. Cnnnan, J. Bni. ’;of+. 68, 13%) (I!M); It. B. Fzqher 
iind D. S. Parson, Kature 161, 764 (1948); C. L. Chi i q l ,  C. 1 .  / j u ~ t o n  icricl !*. C. Beif!), 
Science 168, 91 (I 948) ; R. J .  Williams und H .  Kirb 11, 4cienc.e 107, 4 X I  (1  !M). 

4, R. J .  Block, Chem. Rev. 38, 501 (1946); , I  liossel. 1’1otarnin(~ ntid Histone; 
S. Edlbachw, Die Struktixchemie der Amiuos6,ururen i i r l ( l  Eiwc.isxkorper, 1927. 

5 ,  A. C. Chibnrxll, 211. W .  Rees und E.F. VzlZ/trnis, Riocl~ciri. J.  37, 372 (1943); 
K.  Bailey, A. C. ChibnaZl, M .  W .  Rees und E. F. M’zl~iains, IZiochein. .1.  37, 362 (1943). 

6 ,  R. J .  Block und D. Bolling, The Amino-Acid r~inpos~t ion of I’iotcwi\ m d  Foods, 
Springfield, 1945; E. Brand und .I. T .  EdsalZ, Anni1~11 Rev. Bioche~ii. 16, 223 (1947); 
A. J .  P. Martin und R. L. M .  Sygne, Adv. Protein ( Item. 2, 1 (194.5). 

7)  A .  C. Chibnall, J. Intern. Soc. Leather SOC. ‘I’r sdes’ Clic.ni. 30, 1 (1946). 
TV. J .  H .  L u g g ,  Biochcm. J. 32, 2123 (1938); i f .  T .  ilrlrzcph~~rson. Bio( hem. J. 40, 

470 (1946): M .  W .  Rees, Biochem. J. 40, 632 (1946); P. Songer, Hiochcin. .I. 39, 307 (1945); 
G. R. Trislram, Biochem. J. 40, 725 (1946). 

9, E. E. SneZZ, Adv. Protein Chem. 2, 85 (19451. 
lo) E.  F.  Gale, Nature 157, 265 (1945); Biochcm. J 39, 16 (l!W). 
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Anwendung der Isotopenl) abgesehen wird und nur die chemischen, 
verbunden mit den physikalisch-chemischen Methoden betrachtet 
werden, so wird in den meisten Fallen auf Grund des unterschied- 
lichen Verhaltens der einzelnen Aminosauren oder Aminosaure- 
gruppen das Hydrolysat in mehrere Fraktionen aufgeteilt. Dabei 
gelangen im wesentlichen drei Pririzipien zur Anwendung : Ionen- 
austausch-Verfahren2), Verteilungschr~matographie~)~) und Elektro- 
dialyse4). Den1 ersten Prinzip folgend gelang es WieZand5), sowohl 
die Basen als auch die Sauren mit Hilfe von R1,03 resp. ,,Wofatit C" 
abzutrennen und aufzuteilen. Gonsden, Gordon und Nart in6)  sowie 
llrake7) erreichten neulich dasselbe Ziel mit anderen Kunstharzen. 
Ausserdem berichtet Tiseliuss) iiber ein Verfahren, nach dem das 
Proteinhydrolysat in Sauren, Basen, aromatische und aliphatische 
Aminosauren aufgeteilt werden kann. Auf dem zweiten Prinzip 
beruh t das von Gordon, Liart in und ,Syg72e9) entwickelte Bestimmungs- 
verfahren, das von Tristram (1. c.) weiter ausgebaut und verfeinert 
wurde, und das erlaubt, die acetylierten Aminosauren mit Hilfe von 
verschiedenen Losungsmitteln durch Verteilungschromatographie an 
Silicagel zu trennen. Nach dem gleiehen Prinzip ist sogar die Auf- 
trennung von Rlischungen mit bis zu 19 verschiedenen, freien Amino- 
sauren an einer Starkekolonne gelungen lo). Die Elektrodialyse endlich 
bietet ebenfalls die R!Ioglichkeitll), die Sauren und Basen eines Protein- 
hydrolysats abzutrennen. Glutaminsawe und Asparaginsaure konnen 
dann nach einem der oben ermahnten Ionenaustauschverfahren oder 
nach van Nyke12), und Histidin, Aginin und Lysin kolorimetrisch oder 
enzymatisch bestimmt werden. In  der so erhaltenen Restlosung 
ist es ohne Sch~ier igke i ten~~)  moglich, die Oxy-aminosauren nach 
Rees (1. c.), und in Abwesenheit von Cystin und Oxyprolin, die ver- 
bleibenden Aminosauren nach Tristram (1. c.) zu ermitteln. 

I n  der vorliegenden Arbeit sol1 iiber die Aminosaure-Zusammen- 
setzung des Wal-myoglobins berichtet werden, dessen Darstellung 
und Eigenschaften kurzlich beschrieben wurden14). Es  erwies sich bei 

l) D. Rittenbwg und G. L. Porster, J. Riol. Chem. 133, 737 (1940). 
2)  A. J .  P. Martin und R. L. M .  Xygne, -4dv. Protein Chem. 2, 1 (1945). 
3, A. Tiselius, Adv. Protein Chem. 3, 67 (1947). 
4, H. &ensson, Adv. Protein Chem. 4, 251 (1948). 
5 ,  Th .  Wieland, B. 76, 823 (1943); B. 77,539 (1944) ; Z. physiol. Chem. 273, 24 (1942). 
6 ,  R. Gonsden, A .  H .  Gordon und -4. J .  P. Martin, Biochem. J. 42, 442 (1948). 
') B. Drake, Yature 160, 602 (1947). 
*) A. Tiselius, B.  Drake und L. Hagdahl, Exper. 3, 21 (1947). 
9, A .  H. Gordon, A .  J .  P. Martin und R. L. M .  Xygne, Biochern. J. 37, 79, 313 

(1943), ibid. 38, 65 (1944). 
lo) S. Moore und W .  H.  Stein, J. Riol. Chem. 176, 337 (1948). 
11) H. T. Macpherson, Privat-Mitteilung. 
12) 0. D. wanSlyke,  J. Biol. Chem. 141, 671 (1941). 
13) D. French wnd J .  T .  Edsall, Adv. Protein Chem. 2, 310 (1945). 
14) K. Schmid, Helv. 32, 105 (1949). 
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dieser Analyse als sehr vorteilhaft, die scliu efelhaltigen Aminosauren 
zuerst zu bestimmen. Dazu wurde das Protein mit einer Mischung 
von Soda und Natriumperoxyd geschniolzen, um tien gesaniten 
Schwefel zu Sulfat zu oxydieren. Durch Behandlung rriit rmichender 
HNO, hingegen wird nur der Cystein- untl Cystinscl-lwrfel, nicht aber 
derjenige des Methionins in Sulfat umgewantlelt l). Die Tatsache, 
dass das Wal-myoglobin nur Methionin 2, a16 Schwefeltriiger und 
weiterhin kein Oxyprolin enthklt, erleich Lerte die Durchfiihrung der 
Arbeit sehr, indem das sonst schwer zu bosf imniende Glgkokoll ohne 
zusatzliche Operationen nach l’ristrum ( I .  ( .) untl Tryptophan nach 
Gruharn und Mitarbeiter3) bestimmt werclen konntrn. In (iegenwart 
von Cystein oder Cystin kann namlich die von Grahtrrrr (1. c.) ent- 
wickelte Methode nicht angewendet werclen, da die Hiltlung des zu 
messenden Farbstoffes - wie in besontltsen Untersuchungen ge- 
funden wurde - durch diese Aminosaureti 1)eeinflusst wid4) .  Urn die 
noch nicht erwahnten Aminosauren zu b(st imnien, mush &is Protein 
mit Hilfe einer Saure hydrolysiert werden. Es sei hier kurz aiif die Vor- 
und Nachteile der Salzsaure und Schwefelsaure uls hydro1 ysierende 
Agentien hingewiesen. Der Uberschuss, tlei- Salzsikire liissl sich be- 
kanntlich im Vakuum sehr bequem entfcrnta. TViihrend der Elektro- 
dialyse eines mit HC1 dargestellten Hydrolysat es bi1dt.t s k h  jedoch 
an der Anode freies Chlor, das auf die Aminosiiuren zerstilrend ein- 
wirkt5) und so nur die Bestimmung der B ; w n  erlauht. I h s  Ihtfernen 
der Schwefelsaure hingegen ist bedeutrnct mithsamer ; eiri solches 
Hydrolysat kann aber durch Elektrodial me in drei Eraktionen zer- 
legt werden. Dieser von llacphersofi (1. c.) ttntwickelte Weg schliesst, 
wie oben schon angedeutet wurde, den 1)einerkeris\~-erten Yorteil in 
sich, durch diese Trennung die Bestimninr tg drr Mono;iiiii~io-niono- 
carbonsauren wesentlich zu erleichtern. 

E xp er imen  t e 11 er ’L’vi 1, 
Beitrag zur Bestimmung des Tryptophans nacli Graham iiiid Jliturheiter (1. c.). 

A u s f d h r u n g  d e r  Bes t immung:  In  Reagensg1,isc P (12 cam lang, :I 
wcrden je 0,5 c1n3 einer Gelatinelosung (8,4 g Gelatilie in 92 cm? 1-11. 
zentrifugiert), steigende Mengen einer Tryptophan-btandaid 1,osring ( 0 , C l . T  (:ew.-O(, in 
1-n. NaOH, Tryptophan nach dZbertsone) umkrysl ~illiuiert) rvzp. I’iot~iii and soviel 

K. Bailey, Adv. Protein Chem. I, 304 (19441. 
2, Es wird angenommen, dass nur Cyst(e)in tinil ;Ilcthionin als sc~liv efclhaltigo 

Aminosauren vorhanden smd. Adv. Protein Chem. 2, 6 3  (1915). 
3, C. E.  Graham, E. P. Smith, S. W .  Hier und I). Kleiri, . I .  Ihol ~ ‘ I i ~ ~ i i i .  168, 711 

(1947). 
4, In  dieseni Pall muss die von Lugg (Biochcni , I .  31, 1442 (l!KW): i h i d .  32, $75 

(1938)) gefundens Methode hrrangezogen werden, bci (31 r da i  l’r) r)topliaii 1 organgig als 
Quecksilbersalz abgetrennt wird. 

5, K .  Lnnylheld, B. 42, 2361 (1909); E. Aubel unit J. A 
physicn Acta 2, 198 (1948); PI. A. Plattner und U .  .Va(/er, 

‘j) N .  F.  Alhertson und B. F. T’ullar, Am. Soc. 67, 702 ( I  9 k5). 
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1 -n. NaOH gegeben, bis das Endvolumen von 2 em3 erreicht ist. Alle Ansatze werden nun 
wahrend 2 Stunden in einem Olbad von 120O C belassen, abgekiihlt und mit je 0,5 em3 
2,5-proz. p-Dimethylaminobenzaldehyd-Losung in 10-proz. H,SO,, 0,2 em3 2-proz. 
n'aN0,-Losung und 28 em3 konz. HCl versetzt. Zur Entwicklung der blauen Farbe 
werden sie 30 Minuten bei Zimmertemperatur belassen und danach mit 50-Vo1.-proz. 
Athylalkohol auf 100 cm3 erganzt. Der Zusatz des Alkohols halt einerseits die Bildung 
des Farbstoffes an und bewirkt andererseits eine Stabilisierung desselben. Die Intensitat 
des Parbstoffes wird anschliessend mit Hilfe eines Photometers (Ilford 204-Filter) ge- 
messen. Die erhaltene Eichkurve stellt eine Gerade dar und kann durch die folgende 
Glrichung ausgedriiclrt werden : 

nig Tryptophan = Ablesung x 0,0138--0,0034 

Innerhalb eines Messbereiches von 0,2--0,5 mg Tryptophan betragt der Fehler & 27;). 

Tabelle 1. 
Einf lnss  des  Cystins. 

r ,  1 = Tryptophan; C = Cystin. 

Ansatz 

0,3 mg T 
0,0 mg C 
0,3 nig T 
0,6 mg C 
0,3 mg T 
1,O mg C 
0,3 mg T 
1,4 nig C 
0,3 mg T 
1,s mg C 

8' 

blau 

blau 

bliiulich 

farblos 

farblos 

Parbung nach 
16' 

blau 

blau 

blau 

blaulich 

farblos 

24' 

blau 

blau 

blau 

blau 

bluztlich 

Tabellc 2. 
Einf luss  d e s  Cysteins .  

T = Tryptophan; Ce = Cystein. 

Farbung nach 1 8' I 24' I 30' 
Ansatz 

0,3 nig T 
0,0 mg Ce 
0,3 mg T 
1,0 mg Ce 
0,3 mg T 
1,5 mg Ce 
0,3 mg T 
2,0 mg Cc 
0,3 mg T 
2,5 nig Ce 

blau 

farblos 

farblos 

farblos 

farblos 

blau 

blau 

blaulich 

bliiulich 

farblos 

blau 

blau 

blau 

blau 

schwach 
bkiulich 

Yo T 
gefunden 

100 

96 

96 

54 

17 

% T  
gefundeii 

100 

88 

34 

19 

0 

76 
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In den Vrrsuchsergebnissen der Tabellen 1-4 i o l l  uber dvn Einfhisi ticr schnrfel- 
haltigen Aniinosauren auf die Bildung des Parbstofft s I-ierlchtet \\ erdtw. dc I unter den 
Brdingungen der oben erwahnten Bestimmungsmethode $us ‘PI vptoph~m und p-Dimethj 1-  
aminobenzaldchyd entsteht. Cystein, Cystin und Mrtliio~~in sowir 1 i is~~lni  

Hydrolyse den betreffenden Ansatzen zugegeben. Uir. deit / i n  EiitwicLliiiig des Farb- 
stoffes betragt in den in Tab. 4 wicdergegebenen Vc I zu(.hen ni( ht 30 Xhrilltcn, sonderii 
musste entsprrchend dern Einfluss des Insulins starL \ t rlungwt f i c d e i ~ .  
die Intensitat der Blaufarbunp wabrend der Bildnnn tles Ii’,trbitoffcxs 1 1 1  

Zeitabstanden angegeben. 

Ansatz I Fkrbung nach 8’ ”,, ‘I’ ~ ~ r f ~ l l l ~ i r l l  

O,B mg T 
0,O mg hf 

1 ,O  n>g M 
O,3 mg T 
1,s mg M 
0,3 mg ‘I’ 
2,0 mg M 
0,R Ing T 
3,O mg A t  

0,3 u1g T 

Farbe nach 

:W j 60’ j 120’ j 1 7  Sit]. 
Ansatz - !  , I _ _ _  

I , ,  ‘r 
gririndcn 

iiach 17 Std 
~ ~ 

0,O m g  T 
40,4 mg I 
0,4 mg ‘r 

29,5 nig I 
O,4 mg T 

:m,9 rng I 

Die Vcrsuche zeigen, dass Cystin, resp. Cyst,ciil ij; frcic-r k’ornm odi.~. i i n  Pept,id- 
vcdiand die Bcstiinrnung des Tryptophsns nachGruhorn Iwi.inflnsst, in t i en1  j r r in i  triindesten 
die Hildung des zu messenden, blaucn Farbstoffcs V(’I wrt wirtl. Mrt hioiiiii hiiigegcii 
heeirrtrachtigt diese Bestiinmnng nicht. 

Da das Wal-myoglobin nix Methionin als Sclirvi~feitragc~r c~ t i t l i i i l l .  is1 ( ‘ 5  miiglich, 
dcn ‘l’ryptophangrhalt dcs Globins dicscs Protcids i i i i l  Hilfc t11.r. O I N - I I  Ii~~si~Iiricl~e~~t~i~ 
Mct,hodt. zu crmittcln. 

r 
0 

~ farhlos farblos farblos farhl(in, 5 2 

fxhlos schwach bltcztlicl~ hlau 
blaulich 

farblos schwacli 
blaulich 

G T  g >  
fr, 5 
30-  
2 :  

:<9 

14 bliculich j bluii R 
- 
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B . Aminosaur~.zusammeiisetzung des Wal-m yoglobins. 
1. Mater ia l .  

Die Darstellung des verwendeten Globins, iiber die kiirzlich berichtet wurdel), 
erfolgtc aiif die tiachstehende Weise : Das Wal-niyoglobin wurdc zucrst niit Ammonium- 
siilfat. dann mit Phosphatsalzen fraktioniert gefallt und aus Phosphatpuffcr drcimal 
ntnkrystallisiert. Mit Aceton und Salzsaure wurde das so erhaltene Proteid anschliessend 
gespalten und das resultierende Qlobin in der Hitze koaguliert. 

2. F e u c h t i g k e i t s g e h a l t  2 ) .  

In  2 Wageglaschen, die zuvor 1 Stunde bei 105O gehalten, cine halbe Stunde im 
Exsikkator abgekiihlt und anschliessend gewogen worden waren, wurden je 200-300 mg 
Protein eingewogen und bis zur Gewichtskonstanz (12-24 Stunden) bei 105" belassen. 
Nach halbstiindigem Abkiihlen im Exsikkator wurden die Glaschen mit Inhalt wieder 
gcwogen. Feuchtigkeitsgchalt : 9,23%. 

3. Asche2) .  
Zur Veraschung wurderi 501 ,I mg lufttroclrenes Protein in einem Porzellantiegel, 

dessen Gewicht nach dem oben beschriebenen Prinzip ermittelt worden war, iiber einer 
Bunsen-Flamme vorsichtig bis zur Rotglut erhitzt. Der Tiegel wurde wahrend weiteren 
20 Minuten bei dieser Temperatur belassen und danach eine halbe Stunde im Exsikkator 
abgckiihlt und gewogen. 0,6 mg Asche = 0,12°/0. 

Zur Abschatzung des in der Asche eritlialtenen Eisens wurde der erhaltene Riick- 
stand in moglichst wenig 5-n. HCI gelost, mit einer KaCNS-Losung versetzt, und die 
Reaktionslosung auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Die Intensitat der Rotfarbung 
wnrde rnit den Intensitaten der Eisen- Standard-Losungen verglichen, welche dieselbe Menge 
Saure und NaCNS enthielten (ca. 0,012 nig Fe). Wird fur  das Wal-myoglobin derselbe 
Eisengehalt (0,3474) wie fur das Myoglobin des Pferdes3) angenommen, so ergibt sich, 
dass ca. 1 ?A des urspriinglich enthaltenen Eisens durch die Behandlung mit -4ceton und 
Salzsaure nicht entfernt worden war. 

4. Amid-St icks tof f4) .  
\Vie Rees (1. c.) in seinen Untersuchungen zeigen konnte, werden bei der Hydrolyse 

eines Proteins mit 20-proz. HC1 vor allem Serin und Threonin teilweise zcrstiirt iind bilden 
so zusatzlichcs Ammoniak5). Deshalb muss zur Bestimmung des Smid-Stickstoffes das 
Protein unter milderen Bedingungen hydrolysicrt werden, wobei nur der saureamid- 
artig gebundenc Stickstoff dcs Asparagins iind Glutamins 81s Animoniak in Freiheit gc- 
setzt wrrden 5011. 

140-160 mg Protein wiirdeii in einctn 50 cm3 Rundkolhen mit 10 cnis 2-11. HCI 
iind 5 Tropfen Caprylalkohol versetzt und wiihrend 3 Stunden am Ruckfluss gekocht 
(Glasperle). Das erhaltene Hydrolysat, dessen schwach gelbliche Farbung auf nur wenig 
Huminstoff resp. Tryptophan hinwies, wurde nach dem Abkiihlcn in einen Kjeldahl- 
Apparat iibergefiihrt nnd mit 5-n. NaOH aiif pH = 4,5 (Rromkresolgriin als Indikator) 
neutralisiert. Dahei fie1 der Huminstoff ails und es mussten weitere 4 cm3 Caprylalkohol 
zugesctzt werden, urn das gebildete Amnioniak nach Ziigabe von 10 ~ 1 x 1 ~  Natriiimboriit- 
piiffer (pH = 10) vollstandig in vorgelegtc 11/70 HC1 destillieren zii kiinnen. Die iiber- 
schiissige Saure wiirde nach Verdampfen des Caprylalkohols mit 11/70 NaOH ziiruclr- 
t,itricrt. (Tushiro-Indikator wiirde drr Slure beim Bereiten zugexctzt.) n e r  Grhnlt an 
Amid-Stickstoff hetragt 3,35'){) des gosaniten Stickstoffes. 
- 

I )  Karl Schmid, Helv. 32, 105 (1949). 
2 )  A .  C. Chibnall, M .  W.  Rees uritl E. F .  Williums, Biochcm. J .  37, 354 (1943). 
3) H .  Theorell, Bioch. Z. 252, 1 (1932). 
4 )  A.  C. Chihnall, Proc. Royal Soc. 131 B, 136 (1942); J .  W .  H .  Lugg, Biochem. J. 32, 

5 ,  E. Brand iind J .  T. E'dsall, A4nrlual Rev. Biochem. 16, 226 (1947). 
2123 (1938). 
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5. Bestimmung der schwefe lha l t ip i i  AiriiiiosauwIr. 
a) Test auf Cystein: Es wurde die sehr empfiiidlicho (1  : 50W)) Niitriuinnitro- 

prussid-reaktion ausgefuhrt. Sie fie1 negativ &us. 
b) Bestimmung des Cystins l): Als Vefasc1riin:rsapliar~Lt dieiitc. (.in Innghalsiger 

Kolben, in den ein sog. ,,Kuhlzapfen" eingeschliffeii u.w. Ziim Driickaiisglcirh war der 
Kolbenhals vor dem Schliff durchlocht. In  diesem Koll)en w i n h  5OO---CWO iiig Protein 
mit 12 cma muchender Salpetersiiure (Dichte = 1,5; 94 Gew.-U,,,) versctxt rind mit Hilfr 
einer Mikroflamme wiihrend 36 Stunden siedend gehalten (Ziigahc. t he r  Glasperle). 
Der abgekiihlte Kolbeninhalt wurde danach mit 50 iirg KNO, versetzt irnd iin Vakuum 
zum h c k n e n  eingeengt. Der erhaltene Ruckstand wurde nun in 2 mia 5-n. HCl auf- 
genommen und wieder zur Trockene verdempft. hclidem dicsc. Operation nochmals 
wiederholt worden war, wurde der Ruckstand in Wi18st.r gelijst, dns 0,3 cni3 konz. HCI 
enthielt. Die filtrierte Losung wurde anschliessend m i n  Kiedeii erliitxt, mit 2 vins 10-proz. 
BaCl,-Liisung versetzt und innerhalb einer Stundc mif 30 ciiP c-ingeeirgt. SiLchdem die 
Lijsung wenigstens 2 Stunden bei Zimmertemperatiir qestnitdrii hattc. wiirde das gr- 
bildete BaSO, auf einem aschenfreien Filter abfiltiiert uncl init Wastrer clilorfrei gr- 
waschen. Danach wurde das Filter getrocknet (2 Stunileii bei 103") iind vc-rasdit. Es wiir- 
den die folgenden Ergebnisse erhalten : 

~ ~~ ~ 

Anmtz I mg Substenz I mg BaNO,, ing R:~SO,~l,cwwt*rt 

Leerwert . . . . 0 13 0 
Methionin. . . . 895 23 1 ,o 
Globin, lufttrocken 636,s 4,7 3,4*) 

*) Enthiilt noch prliformiertes Sulfat. 

Der Oxydationsversuch rnit Methionin zeigt, tlahs untcr den g(w%lilten Bedin- 
gungen 7,5% des in der erwiihnten Aminosiiure enthidtmen Schwrfrln in  Nrrlfat umgc- 
wandelt wurde. Da das untersuchte Globin 1,03% iMethioniii-S riithalt, 1ivft.rt das im 
angewandten Globin enthaltene Methionin bei gleirlieiii Zcrfallsfnktor J ,3 iiig BaSO.,. 
Die verbleibenden 2,l mg BaSO, museten demnach von Cyxtiii gebildvt 11 orden sein. 
Nimmt man en, dass das Molekuhrgewicht dieses Clobins 17000 bvtrligt und wenigstens 
1 Mol. Schwefel als Cystin in einem Mol. Globin enthaltrn ist, so licafern 636,X ing Globin 
entsprechend diesem angenommenen Cystingehalt 7,!4 tng BaSO,. Tatsarhlirh wurden 
aber nur 2,l mg gefunden, d. h. 3,s ma1 weniger als die minimal zii envartvnde Menge. 
Da die Zerfallsbedingungen der freien Aminosiiuren und der Aininosiliirm im Peptid- 
verband verschieden sind, ist die vermehrta BaSO,-Bildiing M oh1 eincr vermvhrten Oxy- 
dation des im Globin enthaltanen Methionins zuzuschwiben. Aus diesen Vrrsiichen wurde 
deshalb der Schluss gezogen, dass das Globin des WaI-inyoglobins kein Cyptin enthlilt. 

c) Bestimmung des Gesamtschwefels navh Luyg ( 1 .  c.): 674.2 mg luft- 
trockenes Globin wurden in einem 40 cma fassenden Kickcltiegrl itlit, 10 cinS 13-n. NaOH 
ubeeacht  bei105O stehen gelassen. Nach dieser Zeit wtbr die Hnuptntenpc. des Wassers ver- 
dampft. Dem abgekiihlten Ruckstand wurde eine Miscliung von 2 g wasserfreiem Na,CO, 
und 2 g Na,O, zugesetat und der Tiegel auf der Flaniin~ vorsichtig auf Hotglut erhitzt, 
nochmals 0,2 g Na,O, zugesetzt und einige Minuten h i  clieser Tcmperntiir hrlassen. Der 
abgekuhlte Tiegel wurde aanach aussen sorgfiltig niit qlasdcst. Wasser abgespult und 
in ein Becherglaa gegeben, in des zum Losen der Sclrinc-lze einigc cni8 glasdest. Wasser 
vorgelegt worden waren. Um die Schmelze vollstiinclig zu liisen, wurdr soglcich konz. 
HCl zugesetzt. Die uberschiiseige HCI wurde mit gesai tigter R'aOH-Losling neutralisiert. 

1) J .  W. 61. h g g ,  Biochem. J. 32, 2114, 2121 ( 1938); h'. Bailey, I3iochc.m. J .  31, 
3396 (1937). 
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die Iiisung zum Sieden erhitzt und das gebildetc Piickclhydroxyd durch tropfenweiscn 
Zusatz von konz. HC1 gerade gclBst. Um den Sauregehalt von 0,l-n. (Endvolinncri = 
50 61113) zu erreichen, wurden der Losung weiterc 0,5 em3 konz. HCI zugesetzt. Nach 
dem Filtrieren wurde die Losung wie bei der Bcstimmung des Cystins weitcr behandelt 
(18,O mg BaSO,). 

Das praformierte Sulfat (nach Lugg, 1. c.) wurde in einem mit HCl dargestellton 
Hydrolysat ermittelt. 480 mg lufttrockenes Protein ergaben 1,0 mg BaSO,. 

674,2 mg lufttrockenes oder 597,3 mg (Feuchtigkeitsgehalt dieses Praparatcs =-.z 
1 1,400/) trookenes Globin enthalten entsprechcnd 17,5 mg BaS0, 1,05 mg Methionin- 
Stickstoff oder 1,03% Methionin-N. Der Gesamtschwefel betragt 0,40 Gew.-O/, . 

6. Best immung d e s  Oxyprol ins  n a c h  McParZane u n d  Guest*) .  
Aliquote Teile eines neutralisierten Hydrolysates und Oxyprolin-Standardlosilltgcii 

wurden gleichzeitig nach dieser Methode behandelt. Das Hydrolysat zeigte dieselbe Gelb- 
farbung wie der Leerwert, hingegen ergab Oxyprolin durch die Oxydation zu Pyrrol und 
Kondensation mit Isatin stets eine Rotfarbung (Empfindlichkeit 0,2-1,6 mg). Dieselben 
'iiberlegungen, die schon zur Auswertung der Ergcbnisse dcr Cystinbestimmung dienten, 
fiihrten zum Schluss, dass das untersuchte Globin kein Oxyprolin enthalt. 

7 .  B c s t i m m u n g  d e s  T r y p t o p h a n s  n a c h  G r a h a m  u n d  Mi tarbe i te r  (1. c.). 

Die Ausfuhrung dieser Bestimmung wurde im 1. Teil beschrieben. 

mg Globin I 
19,B 6,4l 
27,3 8,94 
34,6 11,21 2,09 

Mittel: 2,109/0 Tryptophan-Stickstoff. 

Wird die Iteaktion mit Myoglobin ausgefuhrt, so stort die Haminkornponentc und 
es werden zu niedrige Werte erhalten. 

8. H y d r o l y s e  des  Globins  m i t  Sa lzsaure .  

1,0-1,5 g Globin wurden in eineni Rundkolben (250 em3) eingewogen, mit 20 cni3 
konz. HCl per Gramm Protein versetzt und auf dem Wasserbad bei 400 geliist. Alsdann 
wurdc die berechnete Menge warmen Wassers zugegeben, um 20 Gew.-proz. HCl zu erhalten 
iind die Lijsung wahrend 24 Stunden am Riickfluss gekocht. Das schwach braune Hydro- 
lysat wurde anschliesserid im Vakuum zum Sirup eingeengt, wobei das zu Beginn auf- 
trettnde Schaumen durch Zusatz einiger Tropfen Caprylalkohol verhindcrt wurdc. Diese 
Operation wurde noch 3mal wiederholt, indem der erhaltene Sirup jeweils in 30 cm3 
lVasser gelost wurde. Danach wurde das Hydrolysat auf 100 em3 erganzt und aliquote 
Leile davon zur Bestimmung der verschiedenen Stickstoffgruppen verwendet. r ,  . 

9. Best immung d e s  Gesani t s t ieks tof fes2) .  
4 cm3 des erhaltenen Hydrolysates wurden zu 50 em3 aufgefiillt und je 5 em3 davon 

fiir jede Bestimmung verwendet. D a  der Stickstoff des Histidins und vor allem derjenige 
dcs Lysins schwierig in Ammoniak iiberzufiihren ist, wurdc die Veresehungslosung 
wahrend mindestens 12 Stunden siedend gehalten. Als Katalysator wurden jedem Ansatz 

1) W .  D. HcFurlane und G. H .  Guest, Canad. J. Research 17B, 139 (1939). 
2) A. C. Chibnall, M .  W .  Bees und E. F.  Williams, Biochem. J. 37, 354 (1943). 
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0,2 g der folgenden Salzmischung zugesetzt: 20 g CUM b4, 5 HzO; SO F IC,SO,, uiid 0,34 g 
Xa,SeO,. Das gebildete Ammoniak wurde im Kjr,ldrrhZ-Al)parat., Iwst iiii n i t  unter Ver- 
wandung derselben Masslosungen, die bei der Best iminung drs ;2riiid..tic.list.offes schon 
beschrieben wurden. Der Gesamtstickstoff betragt I 7.1)09/0. 

10. B e s t i m m u n g  d e s  Humitrstickstoff'c.x'). 
86 cma des unter 8. erhaltenen Hydrolysates uimien niit 1 - 1 1 .  ?;:$OH iiiif pIi :: 4,7 

neutralisiert und der dadurch gefilllte Huminstoff ahfiltricrt . [)as .Filttsr wurde nun 
sorgfiiltig mit Wasser, das etwas Na,S04 enthiclt . gewaschtLii i i n i l  ;uiscliliessend ini 
Kjeldahl-Kolben verascht. Der Huminstickstoff bet riigt 0,4:3';:, tlos ( :('8:i,iiitstickstoffes. 

11. B e s t i m m u n g  d e s  priiforniicbi.t(bn Ainniollialis. 
Das oben erhaltene Filtrat wurde im Vakuuni ntr l'rockeiic: c.ingwIaiiipft, der rcsiil- 

tierendc Sirup mit 0,5 om3 konz. HCl versetzt und riiit Wasser zii 50 (.int1 cv@nxt. 5 cni3 
dirser Losung wurden mit 1-n. NaOH auf pH = 4,s nc.iitrdisiwt iind d i t s  pcMdotc Am- 
moniak in gleicher Weise ermittelt wie dies bei dcr 1;estininiiing d : ~  ~\tiiidstickstoffi,s 
schon erwiihnt worden ist. Es wurden 3,82% des ( :eramtst,ickYtoff(~s ;tls prlformicrtcs 
Ammoniak gefunden. 

12. B e s t i m m u n g  d e r  B a s e n  n a c h  fif u c . p / t c r s o / ~  ( I .  :..). 

10 cm des unter 8. erhaltenen Hydrolysates w i d e n  iiri 15lelitrci(li;iI?He-l\pl-'"r;tt, 
nach den Angaben von Mucpherson behandelt. Von tier result~ierc~ntfrii 1,iixiiiip wurdc. dcr 
Gesamtbasen-Stickstoff, das Arginin nach einer auf (In SaX-trgwchi-Rcii,ktioit bcruhendmi 
Bestimmungsmethode und das Histidin durch Messill ig des Farl)st,off(.s cwilittelt, drr 
bei Kupplung dieser Aminosiiure mit diazotierter Sull~tuilsaui~(~ csiitst,t,ht . I )its I+in wurde 
als Differenz gefunden. Dieser Wert stimmte gut, niit, tlemjciiipcw ( I  S.40",, tbs Gesaint- 
Stiokstoffes) uberein, der mit Hilfe der ,,Dinitroflu( irh!~nzol"-Mcf hodc. (Srrt /ger  1. c.) rr- 
halten worden war. Die Ergebnisse dieser Unteruri(.hi:ngen siiid iii 'l';:l). t i  msa~ninen- 
gestellt. 

33. B c s t i m m u n g  d e s  S c r i n s  urid T h r t ~ o i ~ i n s  n a ( * h  1 ; v r  .* ( I .  I..). 

Zur Ermittlung des Serin- und Threoningehal1i.s dicwtv t l iv  iiti .\liwliriittt 1 I br- 
schriebene Losung. Die Oxydation dieser Aminosanr(.n rnit H,IO, :I:IY I'riiizip dirwr 
Methode - liefert Glyoxylsaure, Ammoniak und Fo~iiialdeliyd rcq) .  :ll.rt.;i Itlehyd. 1)i.r 
Acetaldehyd, der in wilsseriger Losung nur sehr ncliwn :h hjdrtitisiert ist.. lisnn diirch 
Durchluftung der Reaktionslosung quantitativ iii vorgelcyte Ni~.triuiiihy~ Irogt~iisolfit~- 
Losung gebracht werden und dient so zur Bestimmriiig i les Tlireonins. I k r  lj'oriiialdehyd, 
der erst bei 1 0 0 0  mit Wasserdampf abgetrennt werdinii Itann. rwgicrt t v i l w ~ i s e  mit den1 
in Myoglobin in hohem Prozentsatz enthaltenen H istidin, no d i ~ s  t h s  Sorin, dessen 
Gehalt in Tab. 6 wiedergegeben wird, als Differenz aus tlrin gebild(+w Ainnioniak (Beriick- 
sichtigung des praformierten Animoniaks) und des Aw~aldehydri lwstiitiint warde. 

14. B e s t i m m u n g  d e r  I)ica.I.l)cinsaiirc,ii. 
Wie in der Einleitung dargelegt wurde, ist es ni@Aicii, (:liit,aiiiiits8U1.i' iiii11 Aspmgiii- 

siiure mit Hilfe der Elektrodialyse aus einem mit, H ISOg diirpst.c.lltiw Hydrolysat ab- 
zutrennen. Das Verfahren, das demniichst veroffentlivh t wercion wid,  wiirdv von M m -  
pherson ausgearbeitet. 

Aus einem auf diese Weise bereiteten Hydrolysat u urdc z u t w t  H,SO, c-iitfernt iind 
dann die Basen nach der oben erwiihnten Methode alxrt rennt uiid Iws i i i i i t i i f .  Die bascn- 
freie Losung wurde nun durch Elektrodialyse in Diwrbonsliirc- und I:c.stliisung aufge- 
teilt. Nachdem der Gesamtstickstoff der Dicarbonsii iiri'n erriiitt,clt worclan war, wnrdc 
ein aliquoter Teil dieser Losung mit Ninhydrin nach ~ m t i  SZyke ( I .  I..) ilcc*arl)osylicrt. I)a 

1) A. C. Chibnall, M. W. Rees und E.P. Willu~inu. Bioi.hriii. J. 37, 3'75 (1943). 
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dabei bekanntlich Glutaniinsaurel) 1 Mol., Asparaginsaure aber 2 Mol. CO, liefert, kann 
auf Grund des Verhaltnisses der total gebildeten CO, zum Stickstoff, den die decarboxy- 
lierten Sauren cnthielten, der prozentuale Anteil der Glutaminsaurc resp. Asparaginsaure 
gefunden werden. 

15. B e s t i m m u n g  von Glykokol l ,  Alanin ,  P r o l i n ,  P h e n y l a l a n i n ,  Leucinz)), 
Val in  u n d  Tyros in .  

Ein aliquoter Teil (1,7-2,0 rng N cnthaltend) der unter 14. erhaiterien saure- und 
bascnfreien Losung wnrde acetyliert und die gebildeten Acetylaminosauren narh dem von 
Tristram (1. c.) cntwickelten Verfahren getrennt. Dieses sol1 durch das in Tab. 5 wiedcr- 
gegcbene Schema dargestellt werden. Die einzelnen Fraktionen wurden mit n/70 KaOH 
nnd Bromthymolblau als Indikator titriert. Zur Kontrolle wurde danach auch ihr Gtick- 
stoffgehalt nach Kjeldahl ermittelt. 

Tabelle 5. 
Scetylicrte 

, , Restlosunp " 

t 
Ac.-Alanin 

- 1 
1 CB, 

+ 
A(;.-Prolin . I 

i 
(Ac.-Methioniri) 

Ac.-Phenylalanin Ac.-Leucin(e) A4c.-Vah Ac.-Tyrosin 
CB,, = Chloroform, das 17 Val.-"(, n-But,anol enthalt. 
CB, = Chloroform, das 2 Vol.-O,/, n-Butanol enthalt. 
-4 = Athylacetat. 
HP = Cyclohexan, das 5 Val.-;/, Propanol enthalt. 

Alle Losungsmittel sind mit Wasser gesattigt. Die rechtsstehenden Praktionen 
wciscn in den Kolonnen die kleinsten Bewegungsgrossen auf. Methionin wird nur teil- 
weise zuruckerhalte;. 

Die Ergebnisse der Analyse des aus dem Wal-in yoglobin dagestellten Globins 
sirid in Tab. 6 znsammengestellt. Interessanterweise ist die Zusaiiimensetzung des Wal- 
myoglobins derjenigen des Pferdemy~globins~) sehr ahnlich. 

Sach den bis jetzt gemachten Beobachtungen kommt P-Oxy-glutaminsaure nirht 
als Eiweissbaustein vor; K .  Bailey, A. C. Chibnall, M .  W .  Rees und E. P. Williams, 
Biochem. J. 37, 360 (1943). 

,) Die Leucinfraktion enthalt Leiicin und Iso-Leucin. Diese konnen nach 8. E. 
Darmon, B. B. M .  Sutherland und G. R. Tristram, Biochem. J. 42, 508 (1948), getrennt 
bestimmt werden. Stehen grossere Mengen Protein zur Verfiigung, so kann Iso-Leucin 
nach Albanese und Irby,  Archives Biochem. 17, 21 (1948), bestimnit werden. 

G. R. Tristram, Adv. Protein Chem. 5, im Druck. 
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Tabelle 6. 
Aminosiiurezusammensetzung des aus  Wd-mgoglobin (1argi.stellten 

Globins. 
Gesamtstickstoff: 17,00% (feuchtigkeits- utid aschcanfrei) 
Gesemtschwefel: 0,40% 
Endgruppe : 1 Mol. Vdin pro 17000 (freie rw-NH2-Uriippt>). 

Der Prozenteehalt der Aminosiiuren ist in Prozent Stickstoff dcs (:csanitstickstoffcs 

Aminosiiure I % N  

Arginin.. . . . 4,25 
Histidin . . . . 17,78 
Lysin . . . . . l7,94 

Glutaminsilure . 9,74 
Asparaginsliure . 3,98 
Amid-N. . . . . 3,35 

Methionin. . . . 1,03 

Tryptophan. . . 2,lO 

Ser in . .  . . . . 2,12 
I Threonin . . . . 2,95 

Glykokoll . . . . 
A l a n i n . .  . . . 
Prolin . . . . .  
Phenyliilanin . . 
Leucin(o) . . . . 
Valin . . . . . 
Tyrosill . . . . 
Cyst(e)in . . . . 
Oxyproliii . . . . 
Oxylysin . . . . 
Total pfiinden . I 9G.08 - 

Zusammenfassu ng.  
1. Es wurde der Einfluss der schwefvlhaltigeti Aniinosiinren auf 

die Tryptophsnbestimmung nach Graham und Mitarheitern unter- 
sucht. 

2. Der Gehdt jeder im Wd-myoglobin ent haltenen Aininosaure 
wurde ermittelt. 

Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde mir durvh die Erteilung (*iiics grosszugigen 
Stipendiume der lstiftuns fiir lstipndien aaf dem (fi4Af.e der (’hcmis ermiiglicht. Den1 
Stiftungsrat, sowie H e m  Prof. A. C. Chibnall, F.R. 8.. der die Anrcgung zit dieser Arbeit 
gab und in dessen Institut sie ausgefiihrt wurde, mi aiich an diewr Stellr fiir ihre Unter- 
stutzung bestens gedankt. Den Herren Dr. H. T. Hac*phwson, M. 1.1’. Hcrx und Dr. (f. R. 
Tririetram mochta ich auch hier fiir ihre wertvolle Hilte tneincn Ihnk  aussprechen. 
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