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I~iein, das toxisehe Protein  des Ricinussamens, wurde so 
weir isoliert, dag es dem elektrophoretischen Verhalten naeh 
fiber 90% eines yon tins als Frak t ion  D bezeiehneten Pri~parates 
ausmaeht.  Kontrollbest . immungen wahrend der Prepara t ion  
zeigten, dab mit, zunehmender l:~einheit die spezifisehe I)rehung 
und der Schwefelgehalt des Produktes  abnehmen. Es wurden 
die am Aufbau beteiligten Aminosguren papierehromato- 
graphiseh ident i f~ier t  und als endsti~ndige Aminosauren mi t  
freier Aminogruppe Isoleuein und Methionin gefunden. Die 
L6sung des Rieinpr~parates verliert  beim Lagem im Kfihlsehrank 
an Toxizitgt.  Gleiehzeitig t reten elek~rophoretiseh naehweis- 
bare neue Komponenten auf, es steigt die spezifisehe Drehung 
u n d e s  ver/~ndert sieh die Liehtabsorpt ion im u]traviolet ten 
Bereieh. 

Der  Samen der  Rie inuspf lanze ,  der  bekann t l i eh  zur 01gewinnung 
verwende t  wird,  en thg l t  aueh reiehl ieh EiweigkSrper ,  so dag  sieh der  
bei  der  01gewinnung anfat lende P regkuehen  als F u t t e r m i t t e l  e ignen 
wtirde,  wenn da r in  n ieh t  das  tox isehe  Pro te in  Ricin en tha l t en  w~re. 
Dieser  EiweiBk6rper  is t  n~mlieh n ieh t  nur  bei pa ren te ra le r  Zn luhr  giftig, 
sondern en t fa l t e t  aueh  bei der  Ver f i i t t e rung  eine ziemlieh s t a rke  Gift- 
wirkung.  Noeh  0,14 m# Riein  tS ten  bei  in t raper i toneMer  I n j e k t i o n  eine 
20 g sehwere Maus. Die Zufnhr  k le ins ter  Mengen, wie dies du t ch  Ein-  
a t m e n  des S taubes  be im U m g a n g  mi t  dieser  Snbs tanz  fast  unvermeid l i eh  
ist,  f i ihr t  zu einer Uberempf ind l i ehke i t ,  d ie  den Exper iment .a tor  sogar  

* Herrn  Prof. Dr. A. Ha]]erl zum 70. Geburts tag gewidmeV. 
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behindern kann, die Arbeit mit Ricin fortzusetzen. Die Erforschung des 
Giftstoffes ist sehon in der zweiten Itglfte des vorigen Jahrhunderts in 
Angriff genommen worden. 

Der Name t~icin s tammt yon St i l lmark  1, dem es im Jahre 1889 gelang, 
die giftige Substanz in einer EiweifKraktion des Ricinussamens anzu- 
reichern. M .  Jacoby  2 glaubte auf Grund seiner Untersuchnngen annehmen 
zu k6nnen, dM3 es sieh bei dem Gift zwar um eine hochkomplexe Ver- 
bindung, jedoch nicht um ein Protein im gewShnlichen Sinne handle. 
In  der Folge versuchte man nun versehiedentlich, die toxische Komponente 
vom EiweiB zu trennen. A .  C u s h n y  a konnte jedoch feststellen, dal~ mit 
der Zerst6rung des Proteins auch die ToxizitS~t sehwindet. Dasselbe 
fanden auch T .  B .  Osborne, L .  B .  Mende l  m~d I . F .  Harr i s  4, die die 
Proteine des l~icinussamens in versehiedene Fraktionen trennten. Ihre 

Pr~parationsmethode bildete die Grundlage fast aller spi~teren Darstel- 
lungen yon gicin. P .  Karrer  5 konnte in Verdauungsversuchen zeigen, 
dab die Giftigkeit seines Rieinpr~parats mit zunehmender Spaltnng 
abnimmt. Daher nimmt er an, dab die Giftigkeit auf' eine bestimmte 
Atomgruppierung im EiweiBmolekiil zurfiekzuffihren sei. Er untersuchte 
auch naeh den frfiher fiblichen Methoden die Aminos/turen des gieins. 

In  neuerer Zeit gelang es M .  K u n i t z  und M .  R .  M a c D o n a l d  a, das 
toxisehe Protein l~icin in kristalliniseher Form darzustellen. Ihr  Pr~parat 
sehien in der Ultrazentrifuge und elektrophoretisch einheitlieh zu sein, 
die LSsliehkeitsversuehe zeigten jedoeh, dafi aueh in ihrem Pr/iparat 
mindestens zwei Komponenten enthalten sind. 

Auf der Suehe naeh der Ursaehe der starken Giftigkeit von Riein 
fanden E.  Le  Breton und Y.  Mould  7, dab es eine betr~chtliehe proteo- 
lytische Wirksamkeit besitzt. Sie vermuten, dad darauf die Toxizit~t 
beruhe. Wenn man von den ersten Untersuchungen P .  Karrers  5 absieht, 
war es lediglieh Y.  Mould  s, die einige grundlegende gesultate fiber die 
chemische Zusammensetzung des l~ieins verSffentlichte. Im naeh- 
folgenden werden einige Ergebnisse unserer bisherigen Versuehe mit- 
geteilt. 

1 Sti l lmark,  Arch. pharmakol. Inst. Dorpat 3, 59 (1889). 
2 M .  Jacoby, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 1901, 28. 
3 A .  Cushny,  Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 41, 439 (1898). 
4 T.  B.  Osborne, L.  B .  Mendel und  I . F .  Harris,  Amer. J. Physiol. 14, 

258 (1905). 
5 p .  Karrer, A .  P .  Smirno]], H .  Ehrensperger, J .  v. S~ooten und M .  Keller, 

Z. physiol. Chem. 135, 129 (1924). 
6 M .  K u n i t z  und  M .  R.  MacDonald ,  J. Gem Physiol. 32, 25 (1948). 

E.  L e B r e t o n  und  Y.  Mould, Bull. soc. ehim. biol. 31, 94 (1949); C. r. 
acad. sci., Paris 229, 305 (1949). 

s y .  Mould, Bull. soc. chim. biol. 33, 1461, 1467 (1951); Arch. sei. physiol. 
5, 227 (1951). 



1006 A. Holasek, H. Lieb und W. Merz : [Mh. Chem., Bd. 86 

I s o l i e r u n g  v o n  t~iein. 

Die zur Isolierung yon Riein verwendete Methode basiert auf den 
Angaben yon T.  B.  Osborne, L.  B.  Mendel und I .  F.  Harris  4 sowie 
Y.  Moulg s und setzt sich aus folgenden Arbeitsg~ngen zusammen: 
1. Mahlen und Entfetten der Bohnen*, 2. Extraktion der EiweiBk6rper 
aus dem Mehl mit 10~ Koehsalzl6sung, 3. Gewinnung aller Eiweil3- 
kSrper durch F~tllung mit Ammoniumsulfat, 4. Isolierung des Ricins 
durch fraktionierte F/illung mit Ammoniumsulfat. 

Beim Aussalzen verh~lt sieh das I%icin wie ein Globulin; denn es 
f~llt sehon, wenn die LSsung mit Ammoniumsulfat ha]b ges~ttigt ist. 
Dadurch, dab man die L6sung zu einem Drittel mit Ammoniumsulfat 
s~ttigt, lassen sich versehiedene nieht toxische Globuline entfernen. 
Nach dem Zentrifngieren setzt man zur klaren, fiberstehenden LSsung 
festes Ammoniumsulfat zu, bis sie halbges/~ttigt ist, und erh~]t auf diese 
Art im Niedersehlag eine Fraktion, in der f~st die gesamte Menge gicin 
entha.lten ist. Diese Fraktion wird aufgelSst und dialysiert, wobei sieh 
ein ),Tiedersehlag bildet, der aber nicht aus giein besteht. Riein ist 
n~mlich aueh in salzfreiem Wasser gut ]Sslieh. Dureh wiederholte Fiillung, 
Aufl6sen des Niederschlages in immer kleineren Mengen Wasser und 
anschliel3ende Dialyse wurde schlief~lieh ein sehr toxisehes Ricinpr~tparat 
gewonnen, das als Fraktion D bezeiehnet wird. Weitere Umf~ltung 
ffhrte zu keinem toxiseheren Produkt. 

Die Prfifung der Giftigkeit an Mausen und Ratten zeigte, dal~ unser 
Pr~parat D mit dem kristallisierten Ricin durchaus vergleiehbar ist. 
Eine 20 g schwere Maus wird bei peritonealer Injektion durch 1,5 m u 
schon innerhalb yon 24 Stdn. getStet. 

E l e k t r o p h o r e s e .  

Die papierelektrophoretische Untersuehung des Ricins wurde auf 
Papier 2043 b der Fa. Schleieher 3; Schfill im Elphor I-I durchgefiihrt. Als 
L5stmg diente ein Michaelis-Puffer yon pI-I 8,6 und einer Ionenstgrke yon 
0,05. Die Auswert~mg erfo]gte nach Anf~rbung mit Amidoschwarz 10 B 
photometrisch am Papier. 

Die Untersuehung einer friseh bereiteten LSsung der Fraktion D 
zeigte, da2 diese neben einer Hauptkomponente, die fiber 90o/0 ausmacht, 
noch zwei rascher wandernde Komponenten enth~]t, dab also das Pr~parat 
noch nicht ganz rein war. 

Lgl3t man eine sterile LSsung der Fraktion D einige Monate im Kfihl- 
schrank bei 1 bis 3 o C stehen, so bildet sich ein Niedersehlag yon denatu- 
riertem Protein. Zentrifugiert man diesen ab und untersucht die fiber- 

* Wit danken aneh an dieser Stelle der Deutschen t~izinns Olfabrik, 
Boley & Co., Krefeld-Uerdingen, die unsere Arbeit durch !Yberlassung yon 
l~ieinussamen nnterst~tzt hat. 
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stehende klare LSsung elektrophoretisch, so findet man neben der 
I-Iauptkomponente, die jetzt nur mehr e~wa 700/0 ausmacht, noch vier 
Nebenkomponenten, die rascher wandern. Man kann annehmen, daS 
diese Nebenkomponenten aus denaturierten Ricinmolek/ilen, vielleicht 
unter dem EinfluB des proteolytisch wirksamen l~icins, entstanden 
sind (Abb. 1 a und b). 

Abb. 1 a. 

Q,# 

, /  

b f o,z 

Abb. 1 b. 

Photometrisohe Auswertung der Papier-Elektrophorese yon Fraktion D. 
Elphor Tr, Schleicher & Schiill 2043 b. 

a) Frische Lbsung, b) 4 )/ionate gelagerte L(isung. 

Speziiische Drehung. 

Unter Zugrundelegung des Faktors 6,25 (entsprechend dem ange- 
nommenen Gehal~ yon 16% Sticks~off) fiir die Umrechnung vom Stick- 
stoff auf EiweiB fanden wir bei unserer Fr~ktion D eine spezifische 

r ~20 ~ Drehung yon L~]3 : -  27,5 ~ Interessant war die Beobachtung, dal~ 
nqi~ zunehmender l~einheit des Pr~parats die Drehung abnimmt. So hat 
das Rohprodukt nach der erstmahgen Fgllung mit halbgesKttigter 
AmmoniumsulfatlSsung eine spezifische Drehung yon [cr ~~ = - -  46,5 ~ 

und nach zweimaliger Fallung [cr ~176 = -  34,3 ~ Von den bisher unter- 
suchten l~icinpri~paraten hat nnr das kristallisierte Ricin eine ldeinere 

Monatshefte ffir Chemie. Bd. 86/6. 66 
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spezifische Drehung, die yon E. A.  Kabat, M.  Heidelberger und A.  E.  Bezer ~ 

mit [~]~)3~ = - -  26,5 ~ angegeben wurde. So scheint die optische Aktivit/s 
ein gutes Kri ter ium fiir die Reinheit zu sein. 

Die bereits elektrophoretisch untersuchte, durch Monate im Kiihl- 
schrank aufbewahrte L6sung der Fraktion D zeigte eine Mlm/Lhlich zu- 
nehmende Drehung. Die spezifische Drehung erreichte im Extrem- 
fall [~]~~ = - - 4 9  ~ Hierfiir ist neben der Denaturierung wahrscheinlich 
auch das Entstehen yon SpMtprodukten verantwortlich zu maehen. 

L i c h t a b s o r p t i o n .  

Auch die Lichtabsorption im ultruvioletten Bereich wurde sowohl 
bei einer frisch bereiteten Ms auch bei einer im Ktihlsehr~nk aufbewahrten 
L6sung untersucht. Der pH-Wer t  betrug in beiden F~llen 5,5 und die 
Proteinkonzentr~tion 0,925 g pro Liter (aus dem Stickstoffgehalt mi t  
dem Fuktor  6,25 berechnet). Die Aufnahme erfolgte mit  einem Beckman- 

Spektrophotometer  bei einer Schiehtdieke yon 1 cm. 
Die Absorptionskurve der frisehen L6sung s t immt im wesentlichen 

mit denen ~nderer Eiweil3kSrper fiberein. Man sieht eine scharf aus- 
gepr~gte Bande, die bei 3580 v ~ ein Maximum und bei 3980 ~/ eilr 
Minimum aufweist. Das Maximum entsprieht der Uberlagerung der 
Tyrosin- und Tryptophanabsorpt ion (Abb. 2~). 

Die Absorptionskurve der im Kfihlschrank gel~gerten L6sung zeigt 
das Minimum etwas gegen Violett verschoben (4020 v'). Das Maximum 
zeigt eine eindeutige Verbreiterung gegen lange Wellen und reicht yon 
3580 bis 3650 ~/(Abb. 2b). Es soll bier auf die Deutung dieser Erseheinung 
nicht nigher eingegangen werden. 

E l e m e n t ~ r a n M y s e .  

Die Element~ranMyse des mit  Aceton ~us w~tl~riger L6sung gefi~llten 
Pr/s D erg~b nach Trocknung bei 105~ folgende Werte: 

c . . . . . . . . .  51,0 % 
g . . . . . . . .  7,75% 
0 . . . . . . . . .  24,55% 
N . . . . . . . .  15,639o 
s . . . . . . . . .  1,2o% 

Der Sauerstoff wurde nach J.  Unterzaucher 1~ best immt und nicht aus 
der Differenz berechnet. 

9 E. A. Kabat, ~VI. Heidelberger mid A . E .  Bezer, J. Biol. Chem. 16S, 
629 (1947). 

lo j .  Unterzaucher, Ber. dtsch, chem. Ges. 73, 391 (1940); ~Iikrochem. 
a6/87, 706 (1951). 
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Es isg fiblieh, die Eiweigmenge einer LSsung aus dem Stiekstoffgehalt 
zu berechnen. Danach mfiBte man bei unserem l%ieinpr~parat mit dem 
Faktor  6,4 rechnen. Trotzdem verwenden wit immer 6,25, um bessere 
Vergleiche mit den Ergebnissen anderer Autoren zu haben. 

Die Schwefelbestimmung verschiedener yon uns dargestellter l~icin- 
pr~parate zeigte, dab mit zunehmender Reinheit der SehwefelgehMt 

l 
~o 

- 1,o 

3000 

abnimmt. 

~000 ~ /  ~ 3000 ~00 " ~" [2 

Abb. 2 a. Abb. 2 b. 

UV-/bsorptionskurve der Fraktion D. 
a) t~rische LSsung, b) 4 l~Ionato gelagerte L6sung. 

Wi~hrend das nach der ersten F~llung mit halbgesi~ttigter 
Ammonsulfatl6sung gewonnene Rohprodukt 1,9% S aufwies, fanden 
wir naeh zweimMiger F~llung 1,5% und bei der Fraktion D 1,2% Sehwefel. 
Aueh mehrmMige Umfallung der Fraktion D ffihrte zu keinem Produkt 
mit geringerem Schwefelgehalt. 

Die Versuche yon M .  K u n i t z  und M .  R .  M a c D o n a l c l  ~ zeigten, dab 
aueh beim Ricin dureh die Kristallisation, Elektrophorese und Ultra- 
zentrifuge noch keine ausreiehenden Beweise fiir die Einheitlichkeit des 
EiweilTk6rpers erbracht werden k6nnen. War doeh ihr kristMlisiertes 
Pr~parat, obwohl es elektrophoretiseh und in der Ultrazentriiuge einheit- 
lich ersehien, im L6slichkeitsversuch inhomogen. Bei den Versuchen, 
ein m6gliehst reines Ricinpr~parat darzustellen, fanden wir nun Kriterien, 
die bei der laufenden Preparation Aufsch]ul3 fiber den Fortgang der 
Reinigung geben k6nnen. Die Bestimmung der spezifischen Drehung 
sowie des SehwefelgehMtes scheinen die raseheste und sicherste Methode 

66* 
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zur Kontrol le  der P repara t ion  zu sein. Der Toxizi t~tsversuch ist zeit- 
r aubend  und  sehr ungenau,  da 10% Verunreinigung k a u m  feststel lbar 
sind. 

A m i n o s ~ u r e n .  

Die Frakt ion D wurde mit  Aceton gefgllt, bet 105~ getrocknet und 
der Hydrolyse mit  5,5 n I-IC1 unterworfen. Als Gef~B diente eine mit  einer 

% 

8; 
c9~1 
C:D61 

( : : ]  ~ I 

- -  ) (  I X 

1 

Schliffkappe und Hahn versehene Eprouvette. Naehdem 
man das zu hydro]ysierende Prgparat und  die 8alzsgure 
m das Gefgl] gebraeht hat, evakuiert man es mi t  einer 
Wasserstrahlpumpe, schlieBt den Hahn und glbt es auf 
12 8tdn. in ein Bad yon l l 0  ~ C. Im  Hydrolysat kormte 
nach dem Abzentrifugieren der Huminsubstanzen deren 
Stickstoffgehalt zu 0,24~) der Einwaage ermittelt  wet- 
den. Als Ammoniakstiekstoff fanden wir naeh des 
Methode yon E.  J .  Conway  1~ 1,36~o der Einwaage. 

Das Hydrolysa~ wurde im Vak. eingedampft, mit  
Wasser aufgenommen und  wieder im Vak. eingedampft. 
2~ach zweimaliger Wiederholung dieses Vorganges wurde 
das Aminosa.uregemisch in 10~oigem Isopropanol gel6st 
und dann die papierchromatographisehe Trennung vor- 
genommen. Es wurden Durchlaufchromatogramme her- 
gestellt unter  Vei~vendtmg des Papiers yon Schleicher 
& Schiill 2043 b. Als LSsungsmittel diente das yon 
S. M .  Partridge TM angegebene Gemisch in etwas modi- 
fizierter Form: 400ml n-Butanol,  25ml  Eisessig trod 
575ml Wasser wurden krgftig geschiittelt, 24 8tch~. 
stehen gelassen und die obere Schicht verwendet. Das 
Gemiseh eignete sich sehr gut und zeigte selbst naeh 
einer Laufzeit yon 150 8tdn. keine Entmischlmg. Die 
Aminosa.uren ,~mrden mi~ Ninhydrin angefgrb~. Die 
Abb. 3 a zeigt ein Chromatogramm nach 50stiind. Lauf- 
zeit, Abb. 3b die fiinf am langsamsten wandernden 
Aminosguren nach 144stfind. Laufzeit. 

Abb. 3. Papierchromatische Trennung der Aminos'Xuren. 
Schleicher & Schiill 2043 b, Butanol-Eisessig-~u (t6 : i :  23). 

a) Nach 50stfindiger La~ffzeit, b) nach 144stiindiger Laufzeit.  

Bei dem mit  den Zahlen 13 und  14 bezeichneten Fleck mul~te gekl/~rt 
werden, ob es sieh um Valin oder Methionin  oder um beide AminosS~uren 
handel , .  Zur K]grung dieser Fruge versuchSen wit, die yon  C. E .  Dalg l i esh  13 

angegebene Methode zur S ieh tbarmachung des Methionins heranzuziehen.  
Durch Besl0rfihen des Papierchromatogramms mi t  einer L6sung, die 
l~ an K a l i u m p e r m a n g a n a t  u n d  2~ an  N a t r i u m k a r b o n a t  ist, sell 
das Methionin  als gelber Fleck auf viole t tem Hineergq'und s ichtbar  sein. 

11 E .  J .  Conway  u n d  E.  O'Mal ley ,  Biochemfc. J. 36, 655 (1942). 
12 S. M .  Partridge, Biochemic. J. 42, 238 (1948). 
13 C. E .  Dalgliesh, Nature 166, 1076 (1950). 
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Unsere Versuche ergaben, dab einerseits die l%ige PermanganatlSsung 
zu konzentriert, eine nur 0,05~ jedoeh brauchbar ist. Andererseits 
f~rbten sich Papierstreifen, bei denen Butanol-Eisessig als LSsungsmittel 
verwendet wurde, naeh dem Bespriihen mit Permanganat vollst~ndig 
braun, so dab der Methioninfleck nicht sichtbar war. Aus diesem Grunde 
verwendeten wir als L6sungsmittel n-Butanol- 
konz. Ammoniak im Volumsverh~ltnis 98 : 2. 
Die Trennung der Aminosi~uren mit diesem Ge- 
misch war schlechter als mit dem naeh Partridge; 
Methionin und Valin waren jedoch yon den an- 
deren getrennt und lagen w i d e r  beisammen, 
wie durch Modellversuche festgestellt wurde. 
Nach dem Bespriihen mit 0,05% iger Kaliumper- 
mangunatlSsung war Methionin als gelber Fleck 
sichtbar. Nach etwa 5 Min. verblagt der Fleck. 
Nun ]assen sich alle Aminos~uren mit Ausnahme 
des Methionins trotz der Behandlung mit Per- 
manganat  dureh Ninhydrin anfiirben. Auf diese 
Art konnte festgestellt werden, dab der Fleck auf 
die Anwesenheit yon Valin und Methionin zuriick- 
zufiihren ist. 

Die einzelnen Aminos/iuren wurden dabei 
nieht nur auf Grund ihres Rf-Wertes, sondern 
aueh durch Zusatz der fr~glichen Aminosaure 
zum tIydrolysat  und Beachtung der Verstarkung 
des Fleekes identifiziert. Schlieglich wurde ein 

d~bb. 4. Chromatogramm des DNP-ttydro]ysates.  
Schleicher & ScJatill 2043b.  50% sec. Butanol,  30% Methylacetat ,  

76% 0,5 rt HC1, 4% Isopropylchlorid. 

a) Reines Hydrolysat ,  b) t tydro lysa t  + DlgP-Isoleucin, 
c) ]~ydrolysat  -~ DN~2-Methionin. 

aus den gefundenen Aminos~uren hergestelltes Gemisch der Papier- 
ehromatographie unterworfen und das Chromatogramm mit dem des 
Hydrolysats verglichen. 

Am Aufbau des Rieins sind also folgende Aminos~uren beteiligt, wobei 
die Reihenfolge den RrWer ten  entspricht: Cystin (oder Cystein), Lysin, 
Histidin, Arginin, Asparaginsaure, Glykokoll, Serin, Glutaminsi~ure, 
Threonin, Alanin, Prolin, Tyrosin, Methionin, Valin, Phenylalanin, 
Isoleuein und Leucin. Dazu kommt noch Tryptophan, das direkt im 
EiweiB nachgewiesen und quantitativ bestimmt wurde, i~ber die quanti- 
tative Bestimmung der Aminos~uren im Ricin, an der gearbeitet wird, 
soll gegebenenfalls berichtet werden. 
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B e s t i m m u n g  d e r  A m i n o - E n d g r u p p e n .  

Zur Bes t immung  der endst/~ndigen Aminos~ure,  deren Aminogruppe  

frei ist, wurde die Methode yon  F .  Sanger 1~ verwendet .  Das Pro te in  

wird mit  2,4-Dinitro-fluorbenzol (DNFB) un te r  mi lden  Bedingungen  
umgesetzt  u n d  ansehlieBend hydrolysiert .  Dabei  bleibt  der Dini t rophenyl -  
rest an  den freien Aminogruppen  haften,  so dal~ naeh der Hydrolyse  
neben  den freien Aminos~Luren aueh Dini t rophenyl-(DNP)-Aminos/~uren 
vorliegen. W e n n  Lysin als EiweiBbaustein vo rhanden  ist, so f inder ma n  
im Hydro lysa t  neben  der DNP-Aminos/ iure,  die endst/s war, immer  
aueh s -DNP-Lysin .  

Zu 115 mg Frakt ion D, gel6st in 10 ml Wasser, wurden bei 37~ unter  
Sehfitteln 50 mg Natr iumbiearbonat  trod 115 mg DNFB in 10 ml J(thanol 
zugesetzt. Naehdem man die triibe L6stmg 72 Stdn. bei Zimmertemp. 
stehen lieg, wurde der Alkohol bei Zinlmertemp. im Vak. entfernt, die Suspen- 
sion mit  Wasser quant i ta t iv  in einen Seheidetriehter gebraeht und mit. 
wasserges/~ttigtem n-Butanol  so oft ausgesehiittelt, bis das Butanol farblos 
blieb. Im  Butanol finder man nun  das gesamte iibersehfissige DNFB. Die 
t.rfibe wi~grige L6sung wurde mit  verd. Salzs~ure neutralisiert und im Vak. 
zur Troekene eingeengt. Naehdem man den l~iiekstand mehrmals mit  Eis- 
wasser und dann mit  Alkohol und Nther gewasehen hat, troeknet man ihn 
wieder im Vak. Ausbeute 123,5 mg DNP-Protein.  

100 mg des DNP-Substi tutionsproduktes werden in dem friiher genannten 
I-Iydrolysiergef/~g mit  i0 ml I2 n tIC1 versetzt und naeh Evakuierung dureh 
16 Stdn. bei 110 ~  I-Iydrolyse unterworfen. Der Inhal t  wird dann  im 
Vak. bei 50 ~ eingedampft, der l~iiekstand in 50 ml Wasser aufgenommen 
lind dreimal in einem Seheidetriehter mit  J~ther ausgesehfittelt. Die wM3rige 
L6sung enth/ilt das e-DNP-Lysin. 

Die vereinigten /~therisehen L6sungen werden eingedampft und der 
Biiekstand in 3 ml Methanol aufgenommen. Diese L6sung wurde der papier- 
ehromatographisehen Trennung unterworfen. Papier der Fa. Sehleieher & 
Seh/ilt 2043 b tr/inkt man mit Phthalatptfffer yon 10II 6 (50 ml 0,1 m Kalinm- 
biphthalat + 45,5 ml 1 n NaOH) und troeknet es an der Luft. Als L6sungs- 
mittel dient das von K .  Fel ix  und A .  Krekels 15 angegebene Gemiseh, bestehend 
aus 50% sek. Butanol, 30% Methylaeetat, 16% 0,5 n I-IC1 und 4% Isopropyl- 
ehlorid. Es wurde absteigend ehromatographiert. 

Gleiehzeitig mit  dem /-tydrolysat liegen wir versehiedene DNP-Amino- 
s/iuren, die naeh JR. R. Porter und F.  Sanger ~6 dargestellt wurden, mitlaufen. 
Die Chromatogramme untersuehten wir im sichtbaren und ultravioletten 
LiGht ohne Anf.~rbung und fanden gelbe Fleeken, entspreehend R f W e r t e n  
yon 0,77, 0,86 mid 0,90 (Abb. 4). Im ultravioletten Liehte zeigten diese 
Fleeken eine starke L6sehung. Die Lage entspraeh DNP-Methionin, DNP- 
Isoleuein sowie 2,4-Dinitrophenol. Das letztgenannte konnte nieht nur  mit  
Hilfe eines Leitebromatogramms, sondern aueh dadureh identifiziert werden, 

14 2". Sanger, Bioehemie. J. 39, 507 (1945). 
la K .  Fe l ix  und A.  Krekels, Z. physiol. Chem. 290, 78 (1948). 
16 R. R.  Porter trod F. Sanger, Bioehemie. J. 42, 287 (1948). 
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d ~  seh~ Fleck durch Bespriihen mit 2 rt I-[C1 zum Verschwinden gebraeht 
werden kann. Die DNF-Aminosguren behaIten auch im stark sauren Milieu 
ihre gelbe F~rbe. 

Demngch erg~b die Untersuchung, dab Isoleucin und Methionin 
~ls endsti~ndige Aminosguren mit  freier Aminogruppe in Betr~cht kommen. 
Inwiefern eine yon diesen den elektrophoretisch festgestellten, weniger 
als 10% ~usmachenden Nebenkomponenten ents tammt,  konnte im 
~ a h m e n  dieser Arbeit wegen der ungeniigenden Reinheit des Pr~parat, s 
nicht gekl~trt werden. An der D~rstellung eines reinen Pri~p~ruts wird 
ge~rbeitet. 


