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161. Zusammensetzung des Wal-myoglobins ')
von Karl Schmid?).
(8. IV. 49.)

Die in den letzten Jahren gewonnenen, fusserst bedeutsamen
Fortschritte der Eiweissforschung forderten die Kenntnisse sowohl
der Darstellung und Eigenschaften als auch der Analyse der Eiweiss-
korper in weitem Masse. Der Ausbau der Analyse ist aber noch in
steter Entwicklung begriffen, und es wird versucht, die Zusammen-
setzung eines Proteins mit moglichst wenig Substanz in kurzer Zeit
zu finden. In dieser Hinsicht sei auf dic interessanten Krgebnisse
hingewiesen, die mit Hilfe der Verfeilungschromatographie erreichf
worden sind?). Damit wurden die klassischen Methoden?t) zur Be-
stimmung der Aminosiuren tiberholt, nach denen die Basen nach dem
Kossel’schen Silber-Barytverfahren, die ncutralen Eiweissbausteine
nach der Estermethode von Fischer und der Extraktionsmethode von
Dakin, und die Siduren nach der Methode von Chibnall®) zu ermitteln
waren.

Heute stehen zur Bestimmung jeder Aminosiure mehrere Me-
thoden mit verschiedenem Anwendungshereich zur Vertigung®).
Chibnall, der die in chemischer Hinsicht gungbarsten Bestimmungs-
methoden?)®) entwickelte, konnte so als crster itber die Aminosiure-
zusammensetzung mehrerer Proteine beriehten”). Wenn von den
mikrobiologischen?) und enzymatischen'?) Verfahren sowie von der
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Anwendung der Isotopen?!) abgesehen wird und nur die chemischen,
verbunden mit den physikalisch-chemischen Methoden betrachtet
werden, so wird in den meisten Fillen auf Grund des unterschied-
lichen Verhaltens der einzelnen Aminosduren oder Aminosidure-
gruppen das Hydrolysat in mehrere Fraktionen aufgeteilt. Dabei
gelangen im wesentlichen drei Prinzipien zur Anwendung: Tonen-
austausch-Verfahren?), Verteilungschromatographie?)3) und Elektro-
dialyse?). Dem ersten Prinzip folgend gelang es Wieland®), sowohl
die Basen als auch die Sduren mit Hilfe von AlL,O, resp. ,,Wofatit C*
abzutrennen und aufzuteilen. Consden, Gordon und Martin®) sowie
Drake™) erreichten neulich dasselbe Ziel mit anderen Kunstharzen.
Ausserdem berichtet 7Tiselius®) iiber ein Verfahren, nach dem das
Proteinhydrolysat in Sduren, Basen, aromatische und aliphatische
Aminosiduren aufgeteilt werden kann. Auf dem zweiten Prinzip
beruht das von Gordon, Martin und Sygne®) entwickelte Bestimmungs-
verfahren, das von Tristram (l. c.) weiter ausgebaut und verfeinert
wurde, und das erlaubt, die acetylierten Aminosiduren mit Hilfe von
verschiedenen Lésungsmitteln durch Verteilungschromatographie an
Silicagel zu trennen. Nach dem gleichen Prinzip ist sogar die Auf-
trennung von Mischungen mit bis zu 19 verschiedenen, freien Amino-
sduren an einer Stirkekolonne gelungen?). Die Elektrodialyse endlich
bietet ebenfalls die Moglichkeit'!), die Sduren und Basen eines Protein-
hydrolysats abzutrennen. Glutamingiure und Asparaginsdure kénnen
dann nach einem der oben erwihnten Tonenaustauschverfahren oder
nach van Slyke'?), und Histidin, Aginin und Lysin kolorimetrisch oder
enzymatisch bestimmt werden. In der so erhaltenen Restlosung
ist es ohne Schwierigkeiten'®) méglich, die Oxy-aminosiuren nach
Rees (1. ¢.), und in Abwesenheit von Cystin und Oxyprolin, die ver-
bleibenden Aminosduren nach Tristram (1. ¢.) zu ermitteln.

In der vorliegenden Arbeit soll iiber die Aminosiure-Zusammen-
setzung des Wal-myoglobins berichtet werden, dessen Darstellung
und Eigenschaften kiirzlich beschrieben wurden?). s erwies sich bei
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dieser Analyse als sehr vorteilhaft, die schwefelhaltigen Aminosiuren
zuerst zu bestimmen. Dazu wurde das Protein mit einer Mischung
von Soda und Natriumperoxyd geschmolzen, um den gesamten
Schwefel zu Sulfat zu oxydieren. Durch Behandlung mit rauchender
HNOj, hingegen wird nur der Cystein- und Cystinschwefcl, nicht aber
derjenige des Methionins in Sulfat umgewandelt!). Die Tatsache,
dass das Wal-myoglobin nur Methionin?) als Schwefeltriger und
weiterhin kein Oxyprolin enthilt, erleichterte die Durchfithrung der
Arbeit sehr, indem das sonst schwer zu bestimmende Glykokoll ohne
zusitzliche Operationen nach Tristram (1. ¢.) und Tryptophan nach
Graham und Mitarbeiter3) bestimmt werden konnten. In Gegenwart
von Cystein oder Cystin kann nimlich die von Graham (1. c.) ent-
wickelte Methode nicht angewendet werden, da dic Bildung des zu
messenden Farbstoffes — wie in besonderen Untersuchungen ge-
funden wurde — durch diese Aminosiuren beeinflusst wird4). Um die
noch nicht erwihnten Aminosiuren zu bestimmen, muss das Protein
mit Hilfe eincr Siure hydrolysiert werden. Es sei hier kurz auf die Vor-
und Nachteile der Salzsdure und Schwefelsdure als hyvdrolysierende
Agentien hingewiesen. Der Uberschuss, der Salzsiure lisst sich be-
kanntlich im Vakuum sehr bequem entfernen. Wihrend der Elektro-
dialyse eines mit HCl dargestellten Hydrolysates bildet sich jedoeh
an der Anode freies Chlor, das auf die Aminosiduren zerstorend ein-
wirkt®) und so nur die Bestimmung der Basen erlaubt. Das IEntfernen
der Schwefelsdure hingegen ist bedeutend miihsamer; ein solehes
Hydrolysat kann aber durch Elektrodialyse in drei Fraktionen zer-
legt werden. Dieser von Macpherson (1. c.) entwickelte Weg schliesst,
wie oben schon angedeutet wurde, den bemerkenswerten Vorteil in
sich, durch diese Trennung die Bestimmung der Monoumino-mono-
carbonsiuren wesentlich zu erleichtern.

Experimenteller Teil.
A. Beitrag zur Bestimmung des Tryptophans nach Graham und Mitarbeiter (L. e.).

Ausfithrungder Bestimmung: In Reagensgliser (12 ¢em lang, 3 ¢m Durchmesser)
werden je 0,5 cm?® einer (elatinelosung (8,4 g Gelatine in 92 cm?® 1-n. NaOH gelst und
zentrifugiert), steigende Mengen einer Tryptophan-Standard-Losung (0,05 Gew.-% in
1-n. NaOH, Tryptophan nach Albertson®) umkrystallisiert) resp. Protein und soviel

1) K. Bailey, Adv. Protein Chem. [, 304 (1944).

?) Es wird angenommen, dass nur Cyst(e)in und Methionin als schwefelhaltige
Aminosguren vorhanden sind. Adv. Protein Chem. 2, 63 (1945).
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(1938)) gefundene Methode herangezogen werden, bei der das Tryptophan vorgingig als
Quecksilbersalz abgetrennt wird.
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1-n. NaOH gegeben, bis das Endvolumen von 2 em? erreicht ist. Alle Ansitze werden nun
wihrend 2 Stunden in einem Olbad von 120° C belassen, abgekiihlt und mit je 0,5 em3
2,5-proz. p-Dimethylaminobenzaldehyd-Losung in 10-proz. H,SO, 0,2 cm® 2-proz.
NaNO,-Losung und 28 em3 konz. HCl versetzt. Zur Entwicklung der blauen Farbe
werden sie 30 Minuten bei Zimmertemperatur belassen und danach mit 50-Vol.-proz.
Athylalkohol auf 100 cm? erginzt. Der Zusatz des Alkohols hélt einerseits die Bildung
des Farbstoffes an und bewirkt andererseits eine Stabilisicrung desselben. Dic Intensitit
des Farbstoffes wird anschliessend mit Hilfe eines Photometers (Ilford 204-Filter) ge-
messen. Die erhaltene Eichkurve stellt eine Gerade dar und kann durch die folgende
Gleichung ausgedriickt werden:

mg Tryptophan = Ablesung x 0,0138—0,0034
Innerhalb eines Messbereiches von 0,2—0,5 mg Tryptophan betrigt der Fehler 4- 2%,.

Tabelle 1.
Einfluss des Cystins.
T = Tryptophan; C = Cystin.

Ansatz Farbung nach % T
8’ 167 24/ gefunden
0,3mg T
0,0 mg C blau blau blau 100
0,3 mg T
0,6 mg C blau blau blau 96
0,3mgT g
liulich
1,0 mg C blaulic - blau blau 96
0.3 mg T farblos bléulich blaun 54
1,4 mgC
0,3 mg T farblos farblos bliulich 17
1,8 mg C
Tabelle 2.
Einfluss des Cysteins.
T = Tryptophan; Ce = Cystein.
Ansatz Farbung nach o, T
8’ 24’ 307 gefunden
0,3mg T
0,0 mg Ce blau blau blau 100
0,3 mg T
1,0 mg Ce farblos blau blau 88
0,3mg T farblos blaulich blau 34
1,5 mg Ce
0.3mgT |\ o blos | bliutich blau 19
2,0 mg Ce
0’3: mg T farblos farblos schwach 0
2,5 mg Ce blaulich

76
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In den Versuchsergebnissen der Tabellen 1—4 soll éiber den Einfluss der schwefel-
haltigen Aminosguren auf die Bildung des Farbstoffes berichtet werden, der unter den
Bedingungen der oben erwihnten Bestimmungsmethode aus Tryptophan und p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd entsteht. Cystein, Cystin und Methionin sowie Tnsulin werden vor der
Hydrolyse den betreffenden Ansitzen zugegeben. Dic Zeit zur Entwicklung des Farb-
stoffes betrigt in den in Tab. 4 wiedergegebenen Versuchen nicht 30 Minuten, sondern
musste entsprechend dem Einfluss des Insulins stark verlingert werden. Weiterhin wird
die Intensitiat der Blaufirbung wilrend der Bildung des Farbstoffes in verschiedenen
Zeitabstinden angegeben.

Tabelle 3.
Einfluss des Methionins.
T = Tryptophan; M = Mcthionin.

Ansatz Farbung nach 8’ o T gefunden

0,3 mg T
0,0 mg M
0,3mg T
1,0 mg M
0,3mg T
1,omgM
0,3 mg T
2,0 mg M
0,3 mg T
3,0mgM

Alle Anséitze blau gefarbt 100, zuriick erhalten

Tabelle 4.
Einfluss des Insulins.
T = Tryptophan; I = Insulin.

Farbe nach Yo T
Ansatz . gefunden
30 607 1207 17 Std. nach 17 Std.
43:2 EE ;1 farblos farblos farblos farblos é— »J:, 0
s B
0,4mgT schwach . S )
’ i p : Litulich bl i 3¢
29,5 mg T farhlos blaulich bliulich au % Z 39
0,4mg T schwach T E :
liulich ble ="
30,9 mg farblos blaulich blitulic rlau T 14

Die Versuche zeigen, dass Cystin, resp. Cystein in freier Form oder im Peptid-
verband die Bestimmung des Tryptophans nach Graham hecinflusst, indem zum mindesten
dic Bildung des zn messenden, blaucn Farbstoffes verzogert wird. Methionin hingegen
beeintrachtigt diese Bestimmung nicht.

Da das Wal-myoglobin nur Methionin als Schwefeltrager enthilt, ist cs moglich,
den Tryptophangebalt des Globins dieses Proteids mit Hilfe der oben heschriebenen
Methode zu ermitteln.
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B. Aminosiurezusammensetzung des Wal-myoglobins.
1. Material.

Die Darstellung des verwendeten Globins, iiber die kiirzlich berichtet wurde?),
erfolgte auf die nachstehende Weise: Das Wal-myoglobin wurde zucrst mit Ammonium-
sulfat, dann mit Phosphatsalzen fraktioniert gefillt und aus Phosphatpuffer dreimal
umkrystallisiert. Mit Aceton und Salzsiure wurde das so erhaltene Proteid anschliessend
gespalten und das resultierende Globin in der Hitze koaguliert.

2. Feuchtigkeitsgehalt?).

In 2 Wigeglischen, die zuvor 1 Stunde bei 105° 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 1059 belassen.
Nach halbstiindigem Abkiihlen im Exsikkator wurden die Gldschen mit Inhalt wieder
gewogen. Feuchtigkeitsgehalt: 9,239%,.

3. Asche?).

Zur Veraschung wurden 501,1 mg lufttrockenes Protein in einem Porzellantiegel,
dessen Gewicht nach dem oben beschriebenen Prinzip ermittelt worden war, tiber einer
Bunsen-Flamme vorsichtig bis zur Rotglut erhitzt. Der Tiegel wurde wihrend weiteren
20 Minuten bei dieser Temperatur belassen und danach eine halbe Stunde im Exsikkator
abgckiihlt und gewogen. 0,6 mg Asche = 0,129%,.

Zur Abschitzung des in der Asche enthaltenen Eisens wurde der erhaltene Riick-
stand in moglichst wenig 5-n. HCl gelost, mit einer NaCNS-Losung versetzt, und die
Reaktionsldsung auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Die Intensitdt der Rotfarbung
wurde mit den Intensitaten der Eisen-Standard-Lésungen verglichen, welche diesclbe Menge
Saure und NaCNS enthielten (ca. 0,012 mg Fe). Wird fiir das Wal-myoglobin derselbe
Eisengehalt (0,34%) wie fiir das Myoglobin des Pferdes®) angenommen, so ergibt sich,
dass ca. 19, des urspriinglich enthaltenen Eisens durch die Behandlung mit Aceton und
Salzsiure nicht entfernt worden war.

4. Amid-Stickstoff?).

Wie Rees (1. c.) in seinen Untersuchungen zeigen konnte, werden bei der Hydrolyse
eines Proteins mit 20-proz. HCI vor allem Serin und Threonin teilweise zerstort und bilden
so zusitzliches Ammoniak5). Deshalb muss zur Bestimmung des Amid-Stickstoffes das
Protein unter milderen Bedingungen hydrolysiert werden, wobei nur der siureamid-
artig gebundene Stickstoff des Asparagins und Glutamins als Ammoniak in Freiheit ge-
setzt werden soll.

140—160 mg Protein wurden in einem 50 ¢m® Rundkolben mit 10 ecm® 2-n. HCI
und 5 Tropfen Caprylalkohol versetzt und wihrend 3 Stunden am Riickfluss gekocht
(Glasperle). Das erhaltene Hydrolysat, dessen schwach gelbliche Farbung auf nur wenig
Huminstoff resp. Tryptophan hinwies, wurde nach dem Abkiihlen in einen Kjeldaki-
Apparat iibergefiihrt und mit 5-n. NaOH auf py = 4,5 (Bromkresolgriin als Indikator)
neutralisiort. Dabei fiel der Huminstoff aus und es mussten weitere 4 ¢cm?® Caprylalkohol
zugesetzt werden, um das gebildete Ammoniak nach Zugabe von 10 cm3 Natriumborat-
puffer (py = 10) vollstindig in vorgelegte n/70 HOl destillieren zu kénnen. Die iiber-
schiissige Sdure wurde nach Verdampfen des Caprylalkohols mit n/70 NaOH zuriick-
titriert. (7T'ashiro-Indikator wurde der Siure beim Bereiten zugesetzt.) Der Gehalt an
Amid-Stickstoff betrigt 3,359, des gesamten Stickstoffes.

1Y Karl Schmid, Helv. 32, 105 (1949).

2y A. C. Chibnall, M. W. Rees und E. F. Williums, Biochem. J. 37, 354 (1943).

) H. Theorell, Bioch. Z. 252, 1 (1932).

) A. C. Chibnall, Proc. Royal Soc. 131B, 136 (1942); J. W. H. Lugyg, Biochem. J. 32,
1938).

5) E. Brand und J. T. Kdsall, Annual Rev. Biochem. 16, 226 (1947).
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5. Bestimmung der schwefelhaltigen Aminosduren.

a) Test auf Cystein: Es wurde die sehr empfindliche (1 : 50000) Natriumnitro-
prussid-reaktion ausgefiihrt. Sie fiel negativ aus.

b) Bestimmung des Cystins1): Als Veraschungsapparat diente ein langhalsiger
Kolben, in den ein sog. ,,Kiihlzapfen‘ eingeschliffen wir. Zum Druckausgleich war der
Kolbenhals vor dem Schliff durchlocht. In diesem Kolben wurden 500-—600 mg Protein
mit 12 em? rauchender Salpetersiure (Dichte = 1,5; 94 Gew.-%;) versetzt und mit Hilfe
einer Mikroflamme wihrend 36 Stunden siedend gehalten (Zugabe einer Glasperle).
Der abgekiihlte Kolbeninhalt wurde danach mit 50 g KNO; versetzt nnd im Vakuum
zum Trocknen eingeengt. Der erhaltene Riickstand wurde nun in 2 em?® 5-n. HCI auf-
genommen und wieder zur Trockene verdampft. Nachdem diesc Operation nochmals
wiederholt worden war, wurde der Riickstand in Wasscr gelist, das 0,3 ¢m?® konz. HCI
enthielt. Die filtrierte Lésung wurde anschliessend zum Sieden erhitzt, mit 2 cm? 10-proz.
BaCl,-Losung versetzt und innerhalb einer Stunde auf 30 cn® cingeengt. Nachdem die
Lésung wenigstens 2 Stunden bei Zimmertemperatur gestanden hatte, wurde das ge-
bildete BaSO, auf einem aschenfreien Filter abfiltriert und mit Wasser clhlorfrei ge-
waschen. Danach wurde das Filter getrocknet (2 Stunden bei 103°) und verascht. Es wur-
den die folgenden Ergebnisse erhalten:

Ansatz mg Substanz | mg BaNO, | mg BaRO,-Leerwert
Leerwert . . . . (] 1,3 0
Methionin. . . . 8,6 2,3 1,0
Globin, lufttrocken 636,8 4,7 3,4%)

*) Enthilt noch priformiertes Sulfat.

Der Oxydationsversuch mit Methionin zeigt, dass unter den gewiblten Bedin-
gungen 7,5% des in der erwihnten Aminosiiure enthaltenen Schwefels in Sulfat umge-
wandelt wurde. Da das untersuchte Globin 1,03% Methionin-N enthilt, licfert das im
angewandten Globin enthaltene Methionin bei gleichern Zerfallsfaktor 1,3 mg BaSO,.
Die verbleibenden 2,1 mg BaSO, miissten demnach von Cystin gebildet worden sein.
Nimmt man an, dass das Molekulargewicht dieses Globins 17000 betrigt und wenigstens
1 Mol. Schwefel als Cystin in einem Mol. Globin enthaiten ist, so licfern 636,8 mg Globin
entsprechend diesem angenommenen Cystingehalt 7,9 mg BaSOQ,. Tatsichlich wurden
aber nur 2,1 mg gefunden, d. h. 3,8 mal weniger als «lie minimal zn erwartende Menge.
Da die Zerfallsbedingungen der freien Aminosiiuren und der Aminosiuren im Peptid-
verband verschieden sind, ist die vermehrte Ba80,-Bildung wohl einer vermehrten Oxy-
dation des im Globin enthaltenen Methionins zuzuschreiben. Aus diesen Versuchen wurde
deshalb der Schluss gezogen, dass das Globin des Wal-myoglobins kein Cystin enthalt.

c) Bestimmung des Gesamtschwefels nach Lugg (l. ¢.): 674,2 mg luft-
trockenes Globin wurden in einem 40 cm? fassenden Nickeltiegel mit 10 em3 1,5-n. NaOH
iiber{Nacht bei 105° stehen gelassen. Nach dieser Zeit wur cie Hauptmenge des Wassers ver-
dampft. Dem abgekiihlten Riickstand wurde eine Mischung von 2 g wasserfreiem Nay,CO4
und 2 g NayO, zugesetzt und der Tiegel auf der Flamme vorsichtig auf Rotglut erhitzt,
nochmals 0,2 g Na,0, zugesetzt und einige Minuten bei dieser Temperatur belassen. Der
abgekiihlte Tiegel wurde danach aussen sorgfiltig mit glasdcst. Wasser abgespiilt und
in ein Becherglas gegeben, in das zum Lésen der Schmelze einige ¢cm? glasdest. Wasser
vorgelegt worden waren. Um die Schmelze vollstindig zu lésen, wurde sogleich konz.
HC! zugesetzt. Die iiberschiissige HCl wurde mit gesittigter NaOH-Losung neutralisiert,

1) J. W. H. Lugg, Biochem. J. 32, 2114, 2121 (1938); K. Bailey, Bioehem. J. 31,
1396 (1937).
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die Losung zum Sieden erhitzt und das gebildete Nickelhydroxyd durch tropfenweisen
Zusatz von konz. HCI gerade gelost. Um den Sduregehalt von 0,1-n. (Endvolumen =
50 e¢m3) zu crreichen, wurden der Losung weitere 0,5 em?® konz. HCI zugesetzt. Nach
dem Filtriercn wurde dic Losung wie bei der Bestimmung des Cystins weiter behandelt
(18,0 mg BaSO,).

Das priaformierte Sulfat (nach Lugg, 1. c.) wurde in einem mit HCl dargestellten
Hydrolysat ermittelt. 480 mg lufttrockenes Protein crgaben 1,0 mg BaSO,.

674,2 mg lufttrockenes oder 597,83 mg (Feuchtigkeitsgehalt dieses Priparates ==
11,40%,) trockenes Globin enthalten entsprechend 17,5 mg BaS0O, 1,05 mg Methionin-
Stickstoff oder 1,03% Methionin-N. Der Gesamtschwefel betriagt 0,40 Gew.-%.

6. Bestimmung des Oxyprolins nach McFarlane und Guest?).

Aliquote Teile eines neutralisierten Hydrolysates und Oxyprolin-Standardlésungen
wurden gleichzeitig nach dicser 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). Diesclben
Uberlegungen, die schon zur Auswertung der Ergebnisse der Cystinbestimmung dienten,
fithrten zum Schluss, dass das untersuchte Globin kein Oxyprolin enthalt.

7. Bestimmung des Tryptophans nach Graham und Mitarbeiter (L. c.).

Dic Ausfithrung dieser Bestimmung wurde im 1. Teil beschrieben.

mg Globin mg %
lufttrocken Tryptophan-N | Tryptophan-N
19,6 6,41 2,11
27,3 8,94 2,11
34,6 11,21 2,09

Mittel: 2,10% Tryptophan-Stickstoff.

Wird die Reaktion mit Myoglobin ausgefiihrt, so stért die Haminkomponente und
es werden zu niedrige Werte erhalten.

8. Hydrolyse des Globins mit Salzsdure.

1,0—1,5 g Globin wurden in einem Rundkolben (250 em3) cingewogen, mit 20 em?
konz. HCl per Gramm Protein versetzt und auf dem Wasserbad bei 40° gelost. Alsdann
wurde die berechnete Menge warmen Wassers zugegeben, um 20 Gew.-proz. HCl zu erhalten
und die Losung withrend 24 Stunden am Riickfluss gekocht. Das schwach braune Hydro-
lysat wurde anschliessend im Vakuum zum Sirup eingeengt, wobei das zu Beginn auf-
tretende Schaumen durch Zusatz einiger Tropfen Caprylalkohol verhindert wurde. Diese
Operation wurde noch 3mal wiederholt, indem der erhaltene Sirup jeweils in 30 cm3
Wasser gelost wurde. Danach wurde das Hydrolysat auf 100 ecm3 erginzt und aliquote
Teile davon zur Bestimmung der verschiedenen Stickstoffgruppen verwendect.

9. Bestimmung des Gesamtstickstoffes?).

4 em?® des erhaltenen Hydrolysates wurden zu 50 cm?® aufgefiillt und je 5 em?® davon
fiir jede Bestimmung verwendet. Da der Stickstoff des Histidins und vor allem derjenige
des Lysins schwierig in Ammoniak tiberzufiihren ist, wurde die Veraschungslosung
wihrend mindestens 12 Stunden siedend gehalten. Als Katalysator wurden jedem Ansatz

Yy W. D. McFarlane und G. H. Quest, Canad. J. Research {7B, 139 (1939).
2) A.C. Chibnall, M. W. Rees und E.F. Williams, Biochem. J. 37, 354 (1943).
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0,2 g der folgenden Salzmischung zugesetzt: 20 g CuS0,, 5 H,0; 80 ¢ K80, und 0,34 g
Na,SeO,. Das gebildete Ammoniak wurde im Kjrldehl-Apparat. bestimmt unter Ver-
wendung derselben Masslésungen, die bei der Bestiminung des Amidstickstoffes schon
beschrieben wurden. Der Gesamtstickstoff betragt 17,00%.

10. Bestimmung des Huminstickstoffes?),

86 cm? des unter 8. erhaltenen Hydrolysates wurden mit 1-n. NaOH anf py == 4,7
neutralisiert und der dadurch gefillte Huminstoff abfiltriert. Das Filter wurde nun
sorgfiltig mit Wasser, das etwas Na,SO, enthiclt. gewaschen und anschliessend im
Kjeldahl-Kolben verascht. Der Huminstickstoff betrigt 0,439, des Gesamtstickstoffes.

11. Bestimmung des praformicrten Ammoniaks.

Das oben erhaltene Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene cingedampft, der resul-
tierende Sirup mit 0,5 cm?® konz. HCI versetzt und mit Wasser zu 50 cm?® ergénzt. 5 em?
dieser Losung wurden mit 1-n. NaOH auf pg = 4,5 neutralisicrt und das gebildete Am-
moniak in gleicher Weise ermittelt wie dies bei der Bestimmung des Amidstickstoffes
schon erwihnt worden ist. Es wurden 3,82% des Uesamtstickstoffes als praformiertes
Ammoniak gefunden.

12. Bestimmung der Basen nach Macpherson (l. ).

10 ¢cm des unter 8. erhaltenen Hydrolysates wurden imn Elektrodialyse-Apparat
nach den Angaben von Macpherson behandelt. Von der resultierenden Lisung wurde der
Gesamtbasen-Stickstoff, das Arginin nach einer auf der Sakvguchi-Reaktion beruhenden
Bestimmungsmethode und das Histidin durch Messung des Farbstoffes crmittelt, der
bei Kupplung dieser Aminosiure mit diazotierter Sulfanilsdure entsteht. Das Lysin wurde
als Differenz gefunden. Dieser Wert stimmte gut mit. demjenigen (18.40°, des (Gesamt-
Stickstoffes) iiberein, der mit Hilfe der ,,Dinitrofluarbenzol *-Methode (Sanger 1. ¢.) er-
halten worden war. Die Ergebnisse dieser Untersuchingen sind in Tub. ¢ zusammen-
gestellt.

13. Bestimmung des Scrins und Threonins nach Rers (L0,

Zur Ermittlung des Serin- und Threoningehalics diente dic im Ahschnitt 11 be-
schriebene Losung. Die Oxydation dieser Aminosiuren mit HJd (), — dus Prinzip diescr
Methode — liefert Glyoxylsiure, Ammoniak und Fornaldehyd resp. Acctuldehyd. Der
Acetaldehyd, der in wisseriger Lésung nur sehr schwa-h hydratisiert ist, kann durch
Durchliiftung der Reaktionslésung quantitativ in vorgelegte Natriumhyrogensulfit-
Losung gebracht werden und dient so zur Bestimmuny des Threonins. Der Formaldehyd,
der erst bei 100° mit Wasserdampf abgetrennt werden kann. reagiert teilweise mit dem
in Myoglobin in hohem Prozentsatz enthaltenen Histidin, so dass das Serin, dessen
Gehaltin Tab. 6 wiedergegeben wird, als Differenz aus demn gebildeten Ammoniak (Beriick-
sichtigung des praformierten Ammoniaks) und des Acetaldehyds hestimmt wurde.

14. Bestimmung der Dicarbonsduren.

Wie in der Einleitung dargelegt wurde, ist es méglich, Glntaminsiure und Asparagin-
sdure mit Hilfe der Elektrodialyse aus einem mit H,510, dargestellten Hydrolysat ab-
zutrennen. Das Verfahren, das demnichst versffentlicht werden wird, wurde von Mac-
pherson ausgearbeitet.

Aus einem auf diese Weise bereiteten Hydrolysat wurde zucrst H,80, entfernt und
dann die Basen nach der oben erwihnten Methode abuctrennt und bestimmt. Die basen-
freie Losung wurde nun durch Elektrodialyse in Dicarbonsidure- und Restliosung aufge-
teilt. Nachdem der Gesamtstickstoff der Dicarbonsiuren ermittelt worden war, wurde
ein aliquoter Teil dieser Lsung mit Ninhydrin nach rnan Slyke (1. ¢.) decarboxylicrt. Da

1) 4. C. Chibnall, M. W. Rees und E. F. Willivims. Biochem. J. 37, 375 (1943).
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dabei bekanntlich Glutaminsiure!) 1 Mol., Asparaginsiure aber 2 Mol. CO, liefert, kann
auf Grund des Verhéaltnisses der total gebildeten CO, zum Stickstoff, den die decarboxy-
lierten Sauren enthielten, der prozentuale Anteil der Glutaminsaurc resp. Asparaginsiure
gefunden werden.

15. Bestimmung von Glykokoll, Alanin, Prolin, Phenylalanin, Leucin?2),
Valin und Tyrosin.

Ein aliquoter Teil (1,7—2,0 mg N enthaltend) der unter 14. erhaltenen séure- und
basentreien Losung wurde acetyliert und die gebildeten Acetylaminosiduren nach dem von
Tristram (1. ¢.) entwickelten Verfahren getrennt. Dieses soll durch das in Tab. 5 wieder-
gegebene Schema dargestellt werden. Die einzelnen Fraktionen wurden mit n/70 NaOH
und Bromthymolblau als Indikator titriert. Zur Kontrolle wurde danach auch ibr Stick-
stoffgehalt nach Kjeldahl ermittelt.

Tahelle 5.

Acetylicrte
,» Restlosung **
CB,,
N Ac.-Alanin Ac.-Glycin
A
i
l v
s Ac.-Prolin
o
% ' T e
i
\
(Ac.-Methionin)
Ac.-Phenylalanin Ac.-Leucin(e) Ac.-Valin Ac.-Tyrosin

CB,,; = Chloroform, das 17 Vol.-%, n-Butanol enthilt.
CB, = Chloroform, das 2 Vol.-9%, n-Butanol enthélt.
A = Athylacetat.

HP = Cyclohexan, das 5 Vol.-% Propanol enthilt.

Alle Losungsmittel sind mit Wasser geséttigt. Die rechtsstehenden Fraktionen
weisen in den Kolonnen die kleinsten Bewegungsgriossen auf. Methionin wird nur teil-
weise zuriickerhalten.

Die Ergebnisse der Analyse des aus dem Wal-myoglobin dargestellten Globins
sind in Tab. 6 zusammengestellt. Interessanterweise ist die Zusammensetzung des Wal-
myoglobins derjenigen des Pferdemyoglobins?®) schr &hnlich.

1) Nach den bis jetzt gemachten Beobachtungen kommt f-Oxy-glutaninsiure nicht
als Eiweissbaustein vor; K. Bailey, A.C.Chibnall, M. W. Rees und E.F. Williams,
Biochem. J. 37, 360 (1943).

2) Die Leucinfraktion enthalt Leucin und Iso-Leucin. Diese kénnen nach S. K.
Darmon, B. B. M. Sutherland und G. R. Tristram, Biochem. J. 42, 508 (1948), getrennt
bestimmt werden. Stehen grissere Mengen Protein zur Verfiigung, so kann Iso-Leucin
nach Albanese und Irby, Archives Biochem. 17, 21 (1948), bestimmt werden.

3) @. R. Tristram, Adv. Protein Chem. 5, im Druck,
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Tabelle 6.
Aminosdurezusammensetzung des aus Wal-myoglobin dargestellten
Globins.
Gesamtstickstoff: 17,00% (feuchtigkeits- und aschenfrei)
Gesamtschwefel:  0,40%

Endgruppe: 1 Mol. Valin pro 17000 (freie a-NH,-Gruppe).
Der Prozentgehalt der Aminosduren ist in Prozent Stickstoff des ({esamtstickstoffes
ausgedriickt.

Aminoséure %N Aminosdure Y N
Arginin. . . . . 4,25 Glykokoll . . . . 4,44
Histidin . . . . 17,78 Alanin . . . . . 7,82
Lysin . .. .. 17,94 Prolin . . . . . 1.70
Glutaminsdure . 9,74 Phen.yla.lamn .. . 1.98

- Leucin(e) . . . . 11,30
Asparaginsiure . 3,98 Vali
AmidN. . . . . 3,35 m e 2,64

Tyrosin . . . . 0,96

Methionin. . . . 1,03

evhiontn 0 Cyst(e)in . . . . 0,00
Tryptophan . . . 2,10 Oxyprolin. . . . 0,00
Serin. . . ... 2,12 Oxylysin . . . . 0,00
Threenin . . . . 2,95 Total gefunden . 96.08

Zusammenfassung.

1. Es wurde der Einfluss der schwefelhaltigen Aminosiuren auf
die Tryptophanbestimmung nach Graham und Mitarbeitern unter-
sucht.

2. Der Gehalt jeder im Wal-myoglobin enthaltenen Aminoséure
wurde ermittelt.

Die Ausfithrung dieser Arbeit wurde mir durch die Erteilung eines grossziigigen
Stipendiums der Stiftung fir Stipendien auf dem Gebicte der Chemie ermoglicht. Dem
Stiftungsrat, sowie Herrn Prof. 4. C. Chibnall, F.R.S., der dic Anregung zu dieser Arbeit
gab und in dessen Institut sie ausgefiihrt wurde, sei auch an dieser Stelle fiir ihre Unter-
stiitzung bestens gedankt. Den Herren Dr. H. T'. Macpherson, M. W. Recs und Dr. G. R.
Tristram mochte ich auch hier fiir ihre wertvolle Hilfe meinen Dank aussprechen.
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