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Die bei der Biuretreaktion der Eiweiflkérper und ihrer Abbau-
produkte auftretende Kupferkomplexfarbe 148t sich bekanntlich nicht
auf eine bestimmte Farbnuance festlegen; sie schwankt vielmehr
zwischen Violett und Rot, und zwar abhéngig 1. von dem Verhiltnis
von Kupfer zu der Eiweiimenge in der zu untersuchenden Lisung
und 2. von dem Abbaugrad des Eiweiflkorpers.

Was den ersten Punkt betrifft, so hat schon Briicke (1) im Jahre 1883
gezeigt, dal bei geringem Kupferzusatz zu einer Kiweil- bzw. Pepton-
I6sung eine rote Kupferfarbe auftritt, wihrend bei gréBerem Kupfer-
gehalt der Versuchslésung die Komplexfarbe violett ist. Kiihne (2)
stellte eine Tabelle der Farbnuancen bei verschiedenen EiweiBabbau-
produkten je nach der zugesetzten CuSOgMenge auf. Vor kurzem
beschaftigten sich F. Lieben und H. Jesserer (3) mit dieser Frage und
widmeten ihr eine ausfithrliche, auf quantitativen Methoden beruhende
Untersuchung. Diese Forscher geben den gleichen Sachverhalt in der
Weise wieder, daB sie von einer roten und einer blauen Farbkomponente
der Biuretfarbe sprechen; die rote Komponente tritt bei geringem
Kupferzusatz auf, bei Steigerung der Kupferkonzentration erscheint
dann auch noch die blaue Komponente.

Uber den EinfluB der Kupferkonzentration auf die Biuretfarbe
besteht demnach Ubereinstimmung unter den zahlreichen Autoren, die
sich mit der Biuretreaktion beschéiftigt haben. Dagegen findet man
verschiedene Anschauungen iiber den EinfluBl des Abbaugrades auf die
Kupferfarbe. Die dlteren Autoren betonen die Ungleichheit der Farbung
von Proteinlosungen und abgebauten Proteinen: | Eiweifillosungen
firben sich mit Kali und Kupferoxydlésung violett, Peptonlésungen
aber rot.”“ (Briicke, 1. c¢. S.215). Lieben und Jesserer hingegen fiithren
diese von den élteren Autoren gefundenen Farbunterschiede auf die
Ungenauigkeit der qualitativen Ausfithrung der Biuretreaktion zuriick
und finden ihrerseits, dal Proteine und Peptone nach Farbstirke und
Farbton gleichartig reagieren.
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178 A. Kiintzel u. Th, Dréscher:

Beidem geschilderten Stand unserer Kenntnisse ist es nicht méglich,
fiir die Konstitution der Kupferkomplexe, die unter den Bedingungen
der Biuretreaktion entstehen, annehmbare Vorschlige zu machen.
Es ist auch nicht méglich, aus der Farbgleichheit von Kupferprotein-
komplexen und Kupferkomplexverbindungen definierterer Art, wie z. B.
dem Schiffschen Kalium-Kupferbiuretsalz (4), Analogieschliisse auf die
Beschaffenheit der Art der Proteingruppen zu ziehen, die als Liganden
des Kupferkomplexes bei der Biuretreaktion in Funktion treten. Das
ist nicht nur deswegen unmdéglich, weil bereits iiber die wichtigste
Metallverbindung, das Kalium-Kupferbiuretsalz von der Zusammen-
setzung K,Cu(Cy;0,N3H;), verschiedene Konstitutionsvorstellungen
existieren, sondern auch deshalb, weil die Zahl der bekannten Kupfer-
komplexe mit stickstoffhaltigen organischen Verbindungen von violetter
Farbe so grofl ist, daB unméglich die subjektive Farbempfindung
Violett einer bestimmten Komplexkonfiguration zugeordnet werden
kann. Abgesehen von den zahlreichen von Biuret, Malonamid und
Oxamid ableitbaren Modellkérpern, die bei den Untersuchungen von
Schiff eine positive Biuretreaktion ergaben, ist auf die violetten Kupfer-
komplexverbindungen mit Oxyaminoverbindungen [Tomita (5)], auf
die rotvioletten Kupferimidkomplexe vom Typus [Cu(NR),]K, (6) und
auf die von Schlesinger (7) entdeckten innerkomplexen Kupfersalze
der Bisiminosdureh von der allgemeinen Konstitutionsformel

0C—-0 0—-Co
R | \,Cu/
1

RN 1}\I{C<§;

(CHy),
hinzuweisen. Ist in diesen Salzen n = 2 und 3, dann sind sie blau
gefarbt, ist n = 10, so besitzen sie eine violette Farbe; bei den Ver-
bindungen mit n = 5 und n = 7 existiert jedesmal eine blaue und eine
isomere violette Form.

Wenn man sich iiber die Konstitutionsmoglichkeiten der Kupfer-
Eiweiflkomplexverbindungen unterrichten will, so muff man sich also
auf die genaue Untersuchung dieser Systeme selbst beschrinken. Wegen
der Unméoglichkeit, kristallisierte Salze zu erhalten, sind die Aussagen,
die man hierbei aus Farbmessungen von Proteinlgsungen erhélt, natiirlich
immer mit einer ziemlichen Unsicherheit belastet. Doch lassen sich die
bereits bekannten Tatsachen und die noch neu hinzugekommenen
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zu einer Theorie der Biuret-
reaktion auswerten, welche in sich widerspruchslos ist und die Farb-
anderungen unter den verschiedenen Bedingungen der Biuretreaktion
bzw. des Abbauzustandes zu erkliren vermag.

Der Kernpunkt dieser Theorie ist, dal bei der Biuretreaktion zwei
verschiedene Arten von Kupferkomplexverbindungen auftreten kénnen;
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hauptséichlich bildet sich ein Komplex, dessen Liganden die Peptid-
gruppen der Proteine und Polypeptide sind und in zweiter Linie entsteht
ein Komplex, dessen Liganden die freien Aminogruppen der Proteine,
Polypeptide und auch der Aminoséuren sind. Beide Komplexe kénnen
gesittigt sein oder ungeséttigt, was ebenfalls von EinfluB auf die
Komplexfarbe ist. — Daf} die Peptidgruppen der Proteine die Tréager
der Biuretreaktion sind, hatte Schiff noch nicht erkannt. Diese Er-
kenntnis hat sich erst seit den Arbeiten von E. Fischer (8) durchgesetzt
und gehort heute zu den Elementarkenntnissen der Eiweiichemie (9).
Man erhilt jedoch erst dann eine Erklirung fiir die Variabilitit der
Biuretfarben, wenn man berticksichtigt, dall unter den Bedingungen
der Biuretreaktion noch andere komplexbildende Gruppen in Proteinen
und verstidrkt in Proteinabbauprodukten vorhanden sind.

Das soll an den folgenden Versuchen im einzelnen niher ausgefiihrt
werden.,

1. Der Kupferpeptidkomplex.

Aus Essigester und Methylamin wurde Essigsduremethylamid,
CHy;-NH:CO-CH,, der einfachste Peptidkérper, hergestellt; er
zeigt keine Biuretreaktion. Dasselbe gilt fiir die Verbindung
H;C-00C-CH, -NH:CO - -CH,-OH, hergestellt aus Glycylglycin-
ester durch Desamidieren mit Natriumnitrit und Essigsdure. Wenn
man dagegen den Tripeptidester aus drei Glykokollresten auf die
gleiche Weise desamidiert und mit Kupfer und Alkali versetzt, so
erhilt man eine ausgesprochene Rotfarbung der Losung. Ferner
stellten wir aus Malonsduredidthylester und wisserigem Methylamin
das Malonséure-bis-methylamid, CH, - NH-CO-CH,-CO-NH-CH,,
nach Angaben von M. Freund (10) her, erhielten mit dieser Ver-
bindung jedoch keine Biuretreaktion, sondern nur eine schwach blaue
Farbung. Aus diesen Versuchen geht hervor, dall zur Biuretreaktion
mindestens zwei Peptidgruppen in polypeptidischer Anordnung im Mole-
kil vorhanden sein miissen. Dal} eine einzelne Peptidgruppe zur Biuret-
reaktion nicht ausreicht, ist auf Grund des negativen Biurettestes
des Glycylglycins bereits von H.O. Calvery (11) betont worden.

Dieser Peptidkomplex ist nur in stark alkalischer Losung bestandig ;
weiterhin ist darauf hinzuweisen, dafl die Cupriionen nur dann in
komplexer Form in Gegenwart von Alkali gelést bleiben, wenn ein
gewisser Uberschufl von Peptiden vorhanden ist. Fiir die Konstitution
dieses Komplexes ist folgende Formulierung denkbar:

>N
Cu/ O¥C\C/H K,.
N 7 \R 2

.
>c—o

13*
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Danach werden zunichst die beiden Peptidgruppen unter dem Einfluf}
der hohen Alkalikonzentration enolisiert. Sodann wird das aktivierte
Wasserstoffatom der Peptidgruppe durch das Kupferatom ersetzt, das
seinerseits mit dem Stickstoffatom der Peptidgruppe eine neben-
valentige Bindung eingeht. Es entsteht so ein Nebenvalenzring erster
Art im Sinne von P. Pfeiffer (12).

In analoger Weise 1aBt sich die Biuret-Kupferkomplexverbindung
von Schiff formulieren:

o

NH,—CK -
Cu< AN \) K,
[ (0 CQNHQ]

fiir die jedoch noch andere Formulierungen méglich sind.

Die folgende Tabelle I enthilt die weiter im Schrifttum angegebenen
Formelvorschliage dieser Komplexverbindung, die in der Schreibweise etwas
aneinander angeglichen sind, ohne dafi die wesentlichen Gesichtspunkte
der urspriinglichen Formulierung verdndert wurden.

Tabelle 1.
Autor Formelbild
OH
|
H. Sehiff (4) weveianaeinenn Cu—| ~ NH,—CO
KNH,-co >NH
r 2
OH
'NH-CO \ T
L. Tschugaeff (13) .............. [Cu<.\(NHVAVCO>NH)2] K,
NH, CO_
H.Ley (14) veoveieeenen . Cu [N Ho NH) K
ey (14) [ u (N:CO? 2] 2
, _(NH=CO"
H. 0. Calvery (11) ..oooveenn.... [QK(NH:CO?NHL]KQ

Von diesen Formeln ist die von Tschugaeff die wahrscheinlichste; sie
kommt unserer Formulierung am néchsten. Sie kann jedoch nicht als
Vorbild fiir die Aufstellung einer Formel fiir den Peptidkomplex dienen,
weil die beiden Stickstoffatome zweier benachbarter Peptidgruppen um
ein Kettenglied naher aneinanderstehen als die beiden Aminostickstoff-
atome des Biurets. Bei einer Ringbildung, bei der das Kupferatom von
zwei Stickstoffatomen eingeschlossen wird, kénnte im Falle der Peptid-
verbindung nur ein fiinfgliedriger Ring entstehen, wihrend die von uns
gewihlte Formulierung einen Sechsring erméglicht und daher vorzu-
ziehen ist.

Die Frage, ob die T'schugaeffsche Formel der Cu-Biuretverbindung oder
die der Peptidformel analoge wahrscheinlicher ist, ist nicht zu entscheiden.
Die subjektiv empfundene Farbgleichheit zwischen Biuret- und Peptid-
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komplexverbindung ist jedenfalls kein Grund dafiir, auch gleichartig kon-
stituierte Komplexe anzunehmen. Die Lichtabsorptionskurve der Kupfer-
Biuretverbindung zeigt namlich eine sehr geringe (Tbereinstimmung in bezug
auf Lage und Héhe des Extinktionsmaximums mit den Kurven von Kupfer-
Proteinverbindungen (8. 200). Zugunsten der Formel von Tschugaeff
spricht, daB} sich die neutrale blaugefiarbte Kupfer-Biuretverbindung,
CuS0,(C,N;0,H;) (Schiff), nur nach Art einer N ... Cu... N-Verkettung
formulieren 1483t:

NH,—-CO

80, Cus x> NH.

2. Der Kupferaminokomplex.

Die blaue Komponente der Biuretfarbe tritt dann am reinsten in
Erscheinung, wenn keine Moglichkeit fiir die gleichzeitige Bildung von
Peptidkomplexen besteht, also bei der Reaktion des Kupfers mit voll-
standig abgebauten EiweiBhydrolysaten bzw. mit einheitlichen Amino-
siuren. Die Farbe derartiger Losungen ist bekanntlich rein blau.

Zum TUnterschied gegeniiber den Peptidkomplexen, die nur in
stark alkalischer Lésung gebildet werden kénnen, sind jedoch die
Komplexverbindungen der Aminosiuren mit Kupfer auch im schwach
alkalischen, neutralen und schwach sauren Gebiet bestindig, wenn
auch die Farbe bzw. die Konfiguration der Komplexe mit der Aziditat
der Losung Anderungen unterliegt. Hieriiber liegen Messungen von
Borsook und Thimann (15) an Kupferglykokoll- und Kupferalanin-
komplexen vor.

Die Formelvorschlige der Tabelle II sind mit denjenigen von
Borsook und Thimann nicht identisch. Das bekannte innere Komplex-

Tabelle II. Farben von Cu-Glykokollkomplexen bei ver-
schiedenem pmu.

Lage des
Extinktions-
Pr-Bereich Farbe maximums * Formel
in mu bei
Cu:N==1:50
Stark sauwer | Kupfer- — [Cu(OH,),]CL, +2HOOC-CH, - NH,0l
chlorid- :
farbe
Schwach | griinblau | 720—680 | [Cu.(0OC.-CH,- NHy),]Cl, (I
sauer )
pygetwa 3- 4
Schwach blau 640 —620 0O —0C
sauer bis |cus (Xm0 H)] (D
schwach alka- ) ) o
]ich, PH 5—-9
Stark blau etwa 660 HO .NH,-CH,-CO0O0
alkalisch [H0>0" Nw'_OH:- 60 0 Nay ()
Py 1012 ) i

* Nach Borsook und Thimann.
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salz des Kupfers mit zwei Glykokollmolekiilen ist nach ihnen nur in
neutraler Losung bestindig; in Gegenwart von Alkali zerfillt dieses
Salz. Um eine bestimmte Kupfermenge durch Glykokoll in alkalischem
Gebiet stindig in Losung halten zu konnen, bedarf es eines Uber-
schusses von Glykokoll im Verhiltnis Cu:N = 1:5,3. Bereits ein
Ansatz von 1 Kupfer zu 4 Glykokoll erweist sich als unstabil und 148t
nach kurzem Stehen eine Triibung bzw. Abscheidung von Kupfer-
hydroxyd erkennen. Wir haben es hier offenbar mit einem Komplex
des Cupriions zu tun, welcher dem bekannten Tetramminkomplex des
Kupfers analog gebaut ist und der folgendermaflen zu formulieren ist:

[Cu(H,N - R - COONa),1(OH),.

Genau so wie Glykokoll verhalten sich die iibrigen Aminoséuren, die
als Endglieder der totalen EiweiBhydrolyse auftreten. Aber auch die
nativen Proteine reagieren mit Kupfersalzen unter Bildung von ge-
mischten Carboxyl-Aminokomplexen bzw. reinen Amminkomplexen.
Denn die Proteine verfiigen auf Grund ihres Gehalts an Diamino- und
Dicarbonsiuren iiber freie Gruppen dieser Art. Nur sind diese Gruppen
an den Makromolekiilen der Proteine raumlich fixiert, so daB eine
lokale Anreicherung, wie sie zur Bildung abgesittigter Komplexe
erforderlich ist, nicht méglich ist. Die Reaktion der Proteine mit
Kupfersalzen unter Bildung ungesittigter Kupfer-Carboxyl-Amino-
komplexe erkennt man am deutlichsten im neutralen bzw. schwach
saurem Gebiet, in welchem eine Storung des Farbeindrucks durch die
roten Peptidkomplexe nicht erfolgen kann; denn letztere bilden sich
nur im alkalischen Gebiet. Bekannt ist, dafi Serumeiwei3 mit Kupfer-
sulfat eine blauliche Kupferalbuminatfallung gibt. Versetzt man eine
Gelatinelosung mit etwas Kupfersulfat, so ist mit bloBem Auge kaum
wahrzunehmen, daB eine Reaktion im Sinne einer Komplexédnderung des
Cupriaquokomplexes stattgefunden hat. Bei genauer optischer Analyse
ist jedoch das Auftreten einer derartigen Reaktion zweifellos festzustellen.
Ebenso wie im alkalischen Gebiet kommt die Komplexénderung stirker
zum Ausdruck, je gréBer der UberschuB der Eiweilkomponente gegen-
iiber Kupfer ist. Die Komplexfarbe der unabgebauten Gelatine ist
griin, die des vollstindig abgebauten Hydrolysats ist blaugriin. Mit
Glykokoll bildet Kupfersulfat rein blau gefiarbte, aber ebenfalls wenig
farbintensive Komplexe (Abb.1, 2 und 3). Die Ubereinstimmung
dieser Kurven 148t den SchluBl zu, daB in allen drei Fillen Komplex-
verbindungen vom Typus des Kupferglykokollsalzes gebildet werden.
DafB das EiweiBhydrolysat eine etwas andere Farbe in Gegenwart von
Kupfer erhilt als die Glykokollésung, kann auf eine individuelle Ver-
schiedenheit der Kupferkomplexe der einzelnen Aminosduren hin-
sichtlich der Farbe zuriickgefithrt werden.
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Macht man nun ein Aminosiure-Kupfersalzgemisch stark alkalisch,
so erfolgt eine Intensivierung der Aminokomplexfarbe. Eine analoge

Farbinderung der Kupferaminkomplexe bei Alkalizugabe ist jedoch im
Falle der Proteine nicht zu be-

merken, weil sie durch das Auftreten

30 r
| 4
25 7 Cu, 50N / 35 T i
e / A twaon | |
- 30 B St N "
20 t % 7 6,—;,/ 3 \\
~~<7Cu N \\ i/
/f d ~ X i
S Y “\ ,)/"
/ l ~ ) \ /
10 \ \\ X\ "> 7
A “1Cu 20N
w5 ;
e g5 TN N
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Abb. 2. Wie Abb. 1, statt desaggregierter Gela-

wurde ein abiuretes Gelatinehydrolysat

Abb. 1. Extinktionskurven von Kupfersultat
+ desaggregierter Gelatine ohne Alkali. Kupfer- tine
genommen.

konzentration 0,3 %.
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o
e | |
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Abb. 3. Wie Abb. 1, statt Gelatine wurde Glykokoll genommen.

der intensiv rotgefirbten Peptidkomplexe iiberdeckt wird. Uber die
verschiedenen Formen der Kupferkomplexe der Proteine abhéngig von
der Aziditit unterrichtet die folgende tabellarische Zusammenfassung
(Tabelle III).

Im alkalischen Gebiet, also unter den Bedingungen der Biuret-
reaktion, existieren demnach zwei Typen von Kupferkomplexverbin-

dungen nebeneinander.
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Tabelle III.

Reagierende Gruppen des Proteins

Art der Cu-Komplexverbindungen
in verschiedenen [H')-Bereichen

Carboxyl- und Aminogruppen ‘ Peptidgruppen

Glykokollsalzkomplex

unter Bevorzugung der
COO-Gruppe I — IT*
| Farbe: griin — blaugriin

|
|
\
|
Neutral — schwach alkalisch | Glykokollsalzkomplex IT*
| Farbe : blau ‘

[

|

Sauer — neutral

Schwach alkalisch — stark | wenig stabiler Glykokoll- stabiler Peptid-
alkalisch salzkomplex unter Bevor- komplex
| zugung der Aminogruppe Farbe: rot

1\ II— ITLI*. Farbe: blau

* Die romischen Zahlen beziehen sich auf die Formelbilder in Tabelle II.

Daneben muf3 aber auch auf die Méglichkeit der Bildung von Misch-
komplexen hingewiesen werden, die dann gegeben ist, wenn zu einer Peptid-
gruppe eine freie Aminogruppe in «-Stellung steht. Das geht aus der Beob-
achtung hervor, daf3 Glycylglycin mit Kupfer und Alkali eine zwar blaue,
aber doch mehr nach Violett verschobene Farbe gibt im Vergleich zu der
Glykokollkupferfarbe. Auch die Kupferkomplexfarbe des Tripeptids ist
von derjenigen des desamidierten Tripeptids deutlich verschieden: diese
ist rot, jene ist mehr violett. Es muf sich also ein Komplex folgender Art
bilden, welcher in der Farbe eine Mittelstellung zwischen dem Peptidkomplex
und dem Aminokomplex einnimmt.

’N/
N
Cu/ (;JO
/C\R
NH,

Im Falle der Biuretreaktion mit nativen Proteinen diirfte die Moglich-
keit dieser Komplexbildung allerdings selten gegeben sein.

Fiir das Verstindnis der Verhaltnisse bei der Biuretreaktion ist
weiterhin wichtig, dafl von den beiden Arten von Liganden offensichtlich
die Peptidgruppe komplexstabiler ist. Der experimentelle Grund fiir
diese Annahme ist folgender. LafBt man eine mit Kupfer versetzte
alkalische Eiweiflosung lingere Zeit unter Riickfluf3 kochen, so ver-
mindert sich der Gehalt an geléstem Kupfer, wobei sich die Farbe
gleichzeitig immer mehr nach rot und schlieflich nach gelbrot verschiebt
und CuO ausfallt.

Gibt man zu den an Kupfer verarmten Losungen wieder Kupfer-
salzlosung, so erscheint wieder die urspriingliche violette Biuretfarbe.

Dieser Versuch ist zugleich ein Beweis fiir die Bildung von Kupfer-
peptidkomplexen; denn wenn man eine kupferfreie EiweiBllosung gleich

lange mit Alkali erhitzt, so erweist sie sich als abiuret. Im alkalischen
Milieu hat also eine Hydrolyse der freien Gelatine stattgefunden. Durch
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die Bildung komplexer Kupfersalze unterbleibt die Hydrolyse bzw. wird
erheblich gehemnmt. Dieser Befund kann nur so erklirt werden, dall die
Kupferatome mit der Peptidgruppe unter Komplexbildung reagiert haben
und daf} auf Grund dieser komplexen Bindung die Peptidgruppen wvor
Hydrolyse geschiitzt sind.

3. Die Bildung basischer Kupferkomplexe.

Die vorstehend geschilderten Kupferkomplexe koénnen sich nur
dann bilden, wenn ein so groBer UberschuB an den komplexbildenden
Peptid- und Aminogruppen vorhanden ist, daf eine Sattigung des
Komplexes mit diesen Gruppen erfolgt. Doch sind auch ungesittigte
Kupferkomplexe l6sungsbestdndig; diese koénnen nur als basische
Kupfersalze formuliert werden, z. B. OH - Cu - R, wobei R ein Biuretrest
oder eine Dipeptidgruppe sein kann. Das erkennt man deutlich an dem
Beispiel der Biuretkupferkomplexe. Stellt man sich eine Kupferbiuret-
l6sung her, in welcher 2 Mol Biuret auf 1 Cu kommt, so ist diese Losung
beim Erhitzen unstabil; sie verliert Kupfer als schwarzes CuO und
zugleich verschiebt sich die Farbe von rotviolett nach rot. Der Vorgang
ist so zu verstehen, daf} in der urspriinglichen Losung ein Hydrolysen-
gleichgewicht zwischen Biuret-Natrium, basischem Kupferbiuret und
gesittigtem Kupferbiuret besteht. Dieses Gleichgewicht wird durch
das Erhitzen im Sinne einer verstirkten Komplexhydrolyse gestort.

o
[HO ~Cu<(NH2 -Osy )l Na + H,0

0——C<xm,
NH,. N NH
> Cu(OH), + [ e e 2] Na.
I I
0 0

Es erfolgt eine Abscheidung von Kupferhydroxyd, bis sich das Ver-
hiltnis von komplexstabilem Kupfer zu Biuret so weit zugunsten der
Biuretkonzentration verschoben hat, dafl nur noch geséttigte Komplexe
in der Lésung vorhanden sind. In diesem Falle findet man etwa 4 Biuret
auf 1 Cu in der Lésung.

Daraufhin eine Kupferbiuretverbindung konstruieren zu wollen, in
der 1 Kupferatom 4 Molekiile Biuret undissoziiert gebunden halt, wire
natiirlich verfehlt und die in dieser Richtung gehenden Spekulationen von
Lieben und Jesserer sind abzulehnen. Es gibt tatsdchlich nur zwei Biuret-
kupferverbindungen, niamlich die gesittigte mit zwei Biuretmolekiilen und
die ungesittigte oder basische mit einem Molekiil Biuret. Beide sind
kristallin erhalten worden, die erste von Schiff, die zweite von Ley.

Ahnliche Gleichgewichtsbetrachtungen lassen sich mit den Kupfer-
aminokomplexen anstellen. Um Kupfer durch Glykokoll in Gegenwart
von Alkali komplex gelést zu halten, braucht man 4 Molekiile Glykokoll
auf 1 Kupfer. In einer Lésung dieses Verhiltnisses liegen jedoch noch
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keineswegs geséttigte Glykokollkomplexe vor, wie aus der Intensitats-
erhthung der Komplexfarbe hervorgeht, wenn man zu dieser Ldsung
weiterhin Glykokoll zusetzt (Abb. 2). Auch ist die Losung von 1 Kupfer
zu 4 Glykokoll nur in der Kilte und nicht beim Erhitzen stabil; sie
wird aber durch weiteren Glykokollzusatz auch gegen FErhitzung
stabilisiert. Eine Absattigung des Kupferkomplexes mit Glykokoll ist
also nur bei Anwendung eines hohen Glykokolliiberschusses moglich.
Der anfangs genannte Faktor des Mengenverhiltnisses von Kupfer
und EiweiBkomponente, der eine Verschiebung der Farbe nach mehr
blauviolett (im Falle groBler Kupferkonzentrationen) bzw. nach rot-
violett (im Falle eines Eiweiliiiberschusses) bedingt, ist zweifellos auf
die Bildung basischer Kupferkomplexe im Falle der Anwendung von
viel Kupfersalz zuriickzufithren, wahrend sich bei Zugabe von wenig
Kupfer zu viel Eiweill im wesentlichen gesittigte Verbindungen bilden
koénnen.

4. Vergleichende Untersuchung der Kupferkomplexfarbe von Ge-
latine und ihren Abbauprodukten bei verschiedenem Verhiltnis
Cu:N.

Die im vorstehenden auseinandergesetzten Gesichtspunkte lassen
die Farbianderungen der Biuretreaktion unter den verschiedensten Be-
dingungen restlos verstehen. Wir wollen ihre Anwendbarkeit zunéchst
auf den Fall iiberpriifen, dafl wir einen Eiweikérper abbauen und die
Anderung der Farbe mit fortschreitendem Abbau verfolgen. Es ist
hierbei nicht nur erforderlich, das Verhéltnis von Kupfer zu Eiweil}-
komponente zu beriicksichtigen, sondern man mufl auch die Kupfer-
konzentrationen der zu untersuchenden Losungen konstant halten. Denn
da die Farbe von dem Kupferion ausgeht, so kénnen nur Losungen
gleicher Kupferkonzentration miteinander verglichen werden. Dieser
Hinweis ist notwendig, weil andere Forscher Losungen gleichen Eiweil3-
gehalts und wechselnder Kupfermengen kolorimetrisch verglichen haben.
Fiir die Versuche wurde Gelatine verwendet und mit Hilfe von Saure
stufenweise abgebaut. Zur Charakterisierung des erreichten Abbaues
wurde der Prozentgehalt des freien Aminostickstoffs bezogen auf
Gesamtstickstoff bestimmt. AuBerdem wurden optische Drehung und
Gerbstoffillungsvermégen der Abbaustufen bestimmt (Tab. IV).

Zu dem Abbau der Gelatine ist im einzelnen noch folgendes zu
sagen:

Gelatine ist bereits ein abgebauter, stark denaturierter EiweiBkorper.
Die Gelatine bildet sich aus Kollagen auf Grund einer Hitzeumwandlung
(Verleimung), nachdem ein geringfiigiger, fiir die Umwandlungsfahigkeit
in Gelatine jedoch entscheidender hydrolytischer Abbau vorausgegangen

ist (16). Das wichtigste Ergebnis der Verarbeitung von Kollagen in Gelatine
ist die Entstehung léslicher, wenn auch immer noch hochmolekularer und
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Tabelle IV.
C F b ]
Nr Art des Abbaues bzw. Herstellung " ar ¢ \Stlggﬁfm \(]))I;?}fﬁ},; Gerbstoffillende
g der Losung alkﬁliSChen [‘wn Slyke | [, D [ Wirkung
11 Y
I _ | !
‘\ [ ooe | 578 |16 | Gesbatott,
1| 10%ige Gelatinelosung wurde | blau- | 3,73 |—141 Gerbstoff-
' durch Lésen von 20 g Trocken- || violett [ fallung, setzt
( gelatine in 200 cem H, 0 5 ‘ sich sofort ab
! hergestellt | \
2 ! 109%ige Gelatinelosung wurde I rot- | 448 i— 138 Dasselbe
| im Autoklaven bis 160°C er- | violett |
51 hitzt und abkiihlen gelassen g
3 ‘\ 10 %ige Gelatinelosung wurde | rot- | 14,06 |—125 Gerbstoff-
i 2 Stunden mit n/2 H,SO, unter | violett fallung, setzt
“ RiickfluBl gekocht | ‘ sichlangsamab
4 1] 10 %ige Gelatinelosung wurde || violett | 284 |—63,7 starke
1 o i |
| mit n/2 H, SO, im Autoklaven | | | Trilbung
| bis auf 160° C erhitzt und dann %
| | |
j abkiihlen gelassen r ; |
6 || 10 9%ige Gelatinelosung wurde blau- | 81,9 |— 40 |sehr schwache

| 3 Stunden bei 180°C erhitzt

i |
6 J" 10 %ige Gelatinelosung wurde | blaugriin ! 381 —16,7 Dasselbe
\ mit n/2 H,80, 8 Stunden im | |

|
| Autoklaven bei 1800 erhitat | 1 |
7 = Die Losungvon 6 wurde 10 Stun- 1 blau 62,8 “‘-— 7,15‘i '

| den mit 10 %iger H, 80, unter | ‘ : !
I Riickflul gekocht i | ‘

| im Autoklaven mit n2H, SO, || violett ' ‘ Tritbung

micellar gebauter Eiweiteilchen aus dem vorher unlgslichen Geriistprotein
Kollagen. Die Gelatine, irisbesondere die technisch hochwertige Emulsions-
gelatine, kommt, was den Zuwachs von Carboxyl- und Aminogruppen durch
die erwahnte fabrikatorisch herbeigefiihrte Hydrolyse betrifft, dem ver-
leimten, hydrolytisch jedoch nicht weiter abgebauten Kollagen so nahe,
dafl man beide Stufen des Kollagenabbaues, das verleimte noch unlésliche
Kollagen einersetts, die l6sliche hochwertige Gelatine andrerseits, als gleich-
wertig ansehen darf. Es sei {ibrigens hier erwahnt, dal nach der Auffassung
von K. Cherbuliez, J. Jeannerat und K. H. Meyer (17) auch bei der eigent-
lichen Verleimung des Kollagens in bestimmtem TUmfange eine hydro-
lytische Aufspaltung von Peptidgruppen erfolgt.

Will man die Gelatine abbauen, so kann man auf zwei Wegen vorgehen,
Die mildeste Form des Gelatineabbaues besteht in einer langeren Erhitzung
der neutralen Losung, wobei die Gelatinierbarkeit und Viskositat weitgehend
herabgesetzt werden. Dieses Verfahren stellt eine Fortsetzung desjenigen
Prozesses dar, welcher die Gelatine aus dem ,,Leimgut® (d. i. dem gekalkten
und wieder neutralisierten Kollagen) hat entstehen lassen, ein ProzeB, der
Versieden genannt wird. In der Technik wird die Wertverminderung der
Gelatine durch zu langes ausgedehntes Versieden als Umwandlung in
,,Gelatosen** gekennzeichnet. Gerngrof (18) nannte diesen Vorgang, bei
welchem hauptsichlich die physikalischen Eigenschaften, kaum aber die
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chemischen beeinfluBt werden, Desaggregation. Man kann sich die Des-
aggregation als allméhliche Auflésung der Gelatinemicellen wvorstellen,
welche urspringlich die 16slichen Teilchen der Gelatine bilden. Diese
Micellen sind Biindel von Fadenmolekiilen, welche noch bis zu einem ge-
wissen Grade die Molekiillanordnung der Kollagenfaser beibehalten haben.
Der Zusammenhalt ist teils durch mechanische Verfilzung der Faden-
molekiile, teils durch schwache Assoziationskrifte bzw. elektrovalente
Bindungen bedingt. Es bereitet keine Schwierigkeit, die Lockerung unc
Losung dieser lockeren Molekiilbiindel als Aufhebung der genannten Bin-
dungen durch die langdauernde Erhitzung zu verstehen. Bei der Des-
aggregation findet jedoch sicherlich auch ein geringer hydrolytischer Abbau
von Peptidgruppen statt, der aber im allgemeinen unterhalb der analytischen
Feststellbarkeit bleibt. Das Endziel der Desaggregierung ist die Bildung
von einzelnen Fadenmolekiilen, die in jhrer Liénge, verglichen mit der
Lange dieser Molekiile im Zustand der micellaren Biindelung, kaum geéndert
sind. Ein wirksamer Abbau der Fadenmolekiile in kleinteilige Peptide und
Aminosduren kann erst durch eine Sdure- oder Alkalihydrolyse bzw. durch
einen Fermentabbau bewirkt werden. Dieses ist der zweite Weg des Abbaus
von . Gelatine. Geht man von hochwertiger Gelatine aus, statt von einem
Desaggregat, so wird hierbei die Stufe des Desaggregats gleich {ibersprungen.
Das Desaggregat ist also keine Zwischenstufe eines hydrolytischen Abbaus
Das am meisten angewandte Mittel fir die Hydrolyse ist starke Mineral-
séure. Man kocht das Eiweill mit seinem sechsfachen Gewicht an Wasser
und seinem dreifachen an Schwefelsdure oder mit dem sechsfachen Gewicht
von 20 % iger Salzsiure etwa 20 bis 30 Stunden. Die Schwefelsdure hat den
Vorteil vor der Salzsiure, daB sie leicht als Ba SO, nach der Hydrolyse
wieder entfernt werden kann. HCl wendet man dann an, wenn zur Auf-
arbeitung des Hydrolysats in die einzelnen Aminosdurefraktionen die
Flischersche Estermethode benutzt wird. In unserem Falle war es von
Nachteil, dal durch die Einwirkung von hochkonzentrierter Schwefelsidure
die Hydrolysate infolge ausgeschiedener Huminsubstanzen so dunkelbraun
gefiarbt sind, so daB sie erst nach einer Entfarbung mit Tierkohle zur opti-
schen Untersuchung verwendet werden konnten. Durch diesen Reinigungs-
prozel geht aber ein betriachtlicher Prozentsatz des Eiweilles verloren. Um
diese Schwierigkeit nun nach Méglichkeit auszuschalten, bauten wir die
Gelatine mit verdiinnter Sdure im Autoklaven unter Anwendung von er-
hohtem Druck ab und kamen auf diese Weise zu Lésungen, die einer wesent-
lich geringeren Reinigung mit Tierkohle bedurften, um zu klaren hellen,
optisch gut zu untersuchenden Lésungen zu gelangen. Uber die Wirkung
des Abbaus von Proteinen im Autoklaven erfahren wir Naheres von Ssa-
dikow (19).

Die Bestimmung des Abbaugrades durch Messung des sogenannten
van Slyke-N zeigt sehr deutlich, dall bei bestimmter Hydrolysierzeit das
erreichbare Ausmaf3 des Abbaus von der Sadurekonzentration im Hydro-
lysenansatz abhingt. Was die Aufhebung des Reaktionsvermdgens der
Gelatine mit Gerbstoffen durch den Abbau betrifft, so hat man auf dieser
Grundlage Methoden zur Wertbestimmung von Leim- und Gelatinelosungen
ausgearbeitet (20). G. Toth (21) hat den Viskositdtsabfall von Leim- und
Gelatinelosungen bei partiellem Abbau im Vergleich mit der gerbstoff-
fallenden Wirkung der Loésungen untersucht. Toth findet, daf3 erst bei
linger dauernder Einwirkung von Saure auf Eiwei3 die Gerbstoffillung
aufhért, also erst dann, wenn ein groer Teil der Peptidgruppen aufgespalten
ist. Unsere Ergebnisse bestitigen diese Angabe. Die Fillungen wurden
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ausgefiihrt, indem 10 cem einer 1 g Stickstoff im Liter enthaltenden Lésung
mit 5 ccm einer 3 g Tannin im Liter enthaltenden Lésung versetzt wurde.
Die Fallung oder Priifung bleibt erst dann aus, wenn etwa 50 9, der Peptid-
gruppen (nach Aussage der van Slyke-Stickstoffbestimmung) gespalten sind.

Die Gelatine und die Abbaulésungen wurden mit Kupfersulfat
im Verhédltnis Cu:N = 1:10, 1:50 und 1:70 versetzt, mit einigen
ccm 2n NaOH alkalisch gemacht und auf eine Konzentration von
0,15 9, Cu gestellt. Diese Losungen wurden dann in 1 em dicker Schicht
mit dem Stufenphotometer von Zeiss auf die Extinktionen bei ver-
schiedenen Reinfarben (gefiltertes Licht) untersucht. Aus den Licht-
durchlassigkeiten wurden die Extinktionswerte berechnet. Die kurven-
méfige Darstellung der Extinktionswerte, aufgetragen gegen die Licht-
wellenlangen, gibt die fir die Farben in jedem einzelnen Falle charak-
teristischen Lichtabsorptionskurven. Die Ergebnisse der Farbmessungen
sind aus der Tabelle V und den Abb. 4 bis 10 zu entnehmen.

Tabelle V.

Nr. d 1 | o i Lage des | Hohe des
Golatine in V Molverhaltn]s Subjektive ' Extinktions- = Extinktions-
Tabelle IV [] \ Farbe i maﬁ(lunr(xlﬁms } max1;nums

J— [ — ‘ S ! —

1 ‘ 1:10 ' Dlauviolett ,  570—560 | 3,50
| 1:50 violett | 560—550 | 3,58
,j 1:70 ‘ violett | b50--540 | 346

I | (réter werdend) ; |
2 h 1:10 ﬁ violett | 560—550 | 3,28
| 1:50 \ rotviolett ' 536—515 ! 3,16
;10| rot . Bl5—500 | 326
3 0 1:10 | viclett | 560540 | 3,12
I 1:50 ‘] rotviolett 5 5256—5H10 ! 3,65
I 1:70 | Tot | 510-490 | 3,50
4 ! 1:10 | blauviolett | 565--550 | 2,39
i 1:50 rotviolett 530—520 \ 3,08
, ‘] 1:70 rot 520—505 3,26
b i 1:10 blau 610--590 | 1,88
‘1 1:50 ’ violett 5 560—545 2,62
I 1:70 violett 545530 2,96
6 h 1:10 blau ‘ 620 —600 1,76
“ 1:50 ! blaugrin |  620—600 | 1,82
;\ 1:70 J griin | 620—600 ! 1,98
7 ‘} 1:10 blau L 610—600 1,50
] 1:50 blaugriin 610— 600 1,59
| 1:70 grin | 610600 | 1,66

Man erkennt, daB der EinfluB des Mengenverhiltnisses sich bei
den noch biureten Abbaustufen im gleichen Sinne geltend macht: je
grofler die Eiweilmenge, um so mehr kommt die rote Komponente der
Biuretfarbe zum Vorschein, gekennzeichnet durch eine Verschiebung des
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Extinktionsmaximums ins kurzwellige Gebiet. Vergleicht man aber die
einzelnen Abbaustufen miteinander, so bemerkt man, daBl das Mengen-
verhéltnis Cu : N auf die Lage der Lichtabsorptionskurven bei mittlerem
Abbaugrad einen sehr viel stirkeren Einflul ausiibt als bei der unabge-
bauten Gelatine bzw. als bei dem Aminosduregemisch eines vollkommen
abgebauten Hydrolysats. Die durch die Anderung des Mengenverhiltnisses
Cu : N bedingte Farbverschiebung ist besonders bei den Abbaustufen 4
und 5 (Abb. 7 und 8) sehr groB}, und zwar ist sie ungefiahr ebenso grof3
wie die Farbverschiebung, die bei konstantem Mengenverbaltnis durch
Anderung des Abbaugrades herbeigefiihrt werden kann. Wir miissen
diese besonders starke Farbverschiebung bei mittlerem Abbaugrad
darauf zuriickfiihren, dafl hier nur in beschranktem Mafle Peptid-
komplexe gebildet werden konnen, weil ein grofler Teil der Peptid-
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gruppen aufgespalten ist. Da die Peptidkomplexe stabiler sind als die
Aminokomplexe, so bilden sich bei hoher Konzentration des Hydrolysats
zunichst nur Peptidkomplexe; bei geringerer Konzentration werden
auch Aminogruppen zur Komplexbildung herangezogen. Auf Grund der
blauen Farbe iiberdecken diese die rote Farbe der Peptidkomplexe
nahezu vollstandig. In extremen Fillen kann man lediglich durch die
Verschiebung des Mengenverhaltnisses Cu: N zu einer Aufhebung der
Biuretfarbe kommen; die Losung 4 und 5 ist bei groBeren Cu-Zusétzen
scheinbar abiuret.

Man kann dariiber im Zweifel sein, ob der Ubergang von biureter zu
abiureter Reaktion bei Abbaustufe 4 oder bei Abbaustufe 5 zu suchen ist.
Halt man einen rotvioletten Farbton (Absorptionsmaximum bei etwa
500 my) fiir das charakteristische Kennzeichen der Biuretreaktion, so liegt
der Ubelgang bei Abbaustufe 4, und zwar zwischen den Ansitzen Cu: N
= 1:10und Cu: N = 1:50. Der an zweiter Stelle genannte Ansatz wire
als biuretfarben zu bezeichnen, wiihrend der andere Ansatz nicht mehr die
Biuretfarbe aufweist. Nimmt man jedoch als Grenze der Biuretreaktion
den Ubergang von violett nach reinem blau an, so wire das Verschwinden
der Biuretfarbe der Abbaustufe 5 zuzuoidnen. In diesemn Falle waren
wieder die Ansédtze Cu: N = 1: 50 und 1: 70 als biuretfarben zu bezeichnen,
wahrend der Ansatz 1: 10 abiuret genannt werden mufl, da er rein blau
gefarbt ist.

Erst bei der Abbaustufe 6 erhilt man keinerlei rote Farbkomponente
in der Kupferkomplexfarbe mehr. Diese Losung hat also bestimmt als
abiuret zu gelten. Doch ist man bei dieser Abbaustufe keineswegs am
Ende der Abbaumdéglichkeit angelangt, wie die wan Slyke-Zahlen der
Tabelle VIII zeigen. Das Verschwinden der Biuretreaktion kann also
nicht als Kriterium fiir einen vollsténdigen Abbau gelten, auch dann
nicht, wenn man die fiir die Biuretreaktion giinstigsten Bedingungen,
d. h. einen grofien Eiweillitberschufl gegenuiber Kupfer wihlt (Abb. 9, 10).

Bemerkenswert ist, da bei den Abbaustufen 6 und 7 (die itbrigens
deswegen nicht miteinander direkt verglichen werden koénnen, weil bei
Abbaustufe 7 ein gréBerer Teil des Proteinstickstoffs in Form von Humin-
stickstoff durch die Tierkohleentfirbung entfernt werden mufBte) neben
der blauen abiureten Kupferfarbe auch eine griine Kupferfarbe bzw. Uber-
gédnge von blau nach griin auftreten, und zwar dann, wenn man einen
groBen Stickstoffiiberschull zur Anwendung bringt, also unter denjenigen
Bedingungen, bei denen im Falle des unabgebauten bzw. weniger ab-
gebauten Eiweilpriaparats die Biuretfarbe am reinsten in Erscheinung tritt.
Diese griine Farbe ist auf eine Komplexbildung des Kupfers mit Prolin
zuriickzufiihren, die also nur bei gentigendem Proliniiberschuf3 deutlich
wird.

In den Abb. 11 bis 13 sind die Kurven der urspriinglichen Gelatine
und der sechs verschiedenen Abbaustufen fiir jedes der drei untersuchten
Mengenverhiltnisse gesondert aufgetragen. Abb. 11 enthilt die Ergeb-
nisse der kupferreichen Losungen (Cu:N = 1:10). Der Kupfergehalt
dieser Lésungen kommt nahe an den Sattigungswert (s. S. 1941f.) heran.
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Man erhilt hier einen kontinuierlichen Ubergang der Kurven bei den
einzelnen Abbaustufen: Mit jeder weiteren Abbaustufe sinkt das
Maximum der Extinktion. Die Lage des Extinktionsmaximums jedoch
verschiebt sich nicht, wie zu erwarten, von rechts nach links, sondern
wandert bei den niederen Abbaustufen zunichst ins mehr kurzwellige
Gebiet (rechts) und von Abbaustufe 4 ab wieder ins langwellige Ab-
sorptionsgebiet (nach links). Man sieht also, daf} ein gewisser anfinglicher
Abbau die rote Komponente der Biuretfarbe stirker zum Vorschein
kommen laBt, als bei unabgebauten Eiweifkorpern der Fall ist. Dieser
Tatbestand ist auch bei den anderen Reihen unter Anwendung groerer
Stickstoffmengen bei konstantem Kupfergehalt festzustellen (Abb. 12
und 13), doch tritt hierbei noch eine weitere Komplikation auf, in-
dem die H6hen der Extinktionsmaxima nicht kontinuierlich absinken ;
vielmehr verringern sich die Maxima nur beim Ubergang von der
unabgebauten Gelatine zur Desaggregatstufe. Mit Beginn der eigent-
lichen Hydrolyse setzt dann merkwiirdigerweise wieder ein Steigen des
Maximums ein, bei weiterem Abbau findet sodann ein Sinken des
Maximums zugleich mit einer Verschiebung des Maximums ins lang-
wellige Gebiet statt.

Diese Versuche entscheiden die in der Einleitung erwihnte un-
gekliarte Fragestellung zugunsten der Behauptung élterer Autoren.
Die ,,Peptone“ haben u. U. eine reinere Biuretfarbe als die weniger
weit abgebauten Ausgangsstoffe.

Die einfachste Erklarung hierfiir ist, da§ im nativen Protein, aber
auch in der Gelatine, die Peptidgruppen zum Teil miteinander gitter-
méaflig verankert und fir die Reaktion mit Kupfer nicht frei sind.
Fiir die strukturierten Proteine wird die Annahme einer gitterméfigen
Bindung zwischen benachbarten Peptidgruppen parallel orientierter
Kettenmolekiile nach dem Schema einer Wasserstoffbindung allgemein
angenommen; dafl auch bei Gelatine noch Reste dieser Gitterstruktur
vorliegen, ist bei der groflen Behutsamkeit, mit der man bei der Gelatine-
fabrikation vorzugehen pflegt, durchaus méglich. Die ersten Folgen
eines Abbaus, insbesondere die Folgen einer weiteren Desaggregierung,
sind also nicht allein eine Spaltung von Peptidgruppen und Freilegung
von Aminogruppen (die Freilegung von Carboxylgruppen spielt im
alkalischen Milieu, in dem die Biuretreaktion ausgefithrt wird, fiir die
Gestaltung des Kupferkomplexes keine Rolle), sondern auch eine
Zugénglichmachung von weiteren urspriinglich micellar blockierten
Peptidgruppen fiir die Komplexbildung mit Kupfer.

5. Alkalische Kupfer-Proteinlosungen, die mit Kupfer gesiittigt sind.

Der im vorigen Abschnitt niher diskutierte Befund, dall beim
beginnenden Abbau zunichst eine Verschiebung des Extinktions-
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maximums ins Gebiet kleinerer Wellenlingen erfolgt, ist jedenfalls bei
Gelatine und bei Anwendung. der Saurehydrolyse als Abbaumethode
sehr wenig ausgeprigt. Er allein kann die mit grofler Bestimmtheit
gemachte Aussage der alteren Autoren, daB , die Biuretfarbe der
Proteine violett, die der Peptone rot‘‘ sei, nicht rechtfertigen.

Die Erklarung, die von Lieben und Jesserer fiir diese Angaben
vorgebracht wird, bezieht sich auf die Farbverschiedenheit der Kupfer-
farbe, die durch verschiedene Kupfermengen bedingt ist. Danach
hétten die élteren Autoren stets bei der Biuretreaktion der Proteine
mehr Kupfer in die Losung gebracht und daher eine mehr blaue Farbe
gefunden als bei der Ausfilhrung dieser Reaktion mit Peptonen, wobei
die Farbe rot ist. Es ist kaum anzunehmen, daB den dlteren Autoren
diese Zusammenhinge entgangen sein sollten; bestimmt sind sie be-
strebt gewesen, den Vergleich dieser Systeme durch Anwendung gleicher
Kupfermengen zu ermoglichen. Nun ware aber denkbar, daB bei An-
wendung von Kupfersalz im UberschuB und Abfiltrieren des nicht-
komplexgebundenen Kupfers Verschiedenheiten der Aufnahme auf-
treten, welche bei einem qualitativen Arbeiten natiirlich unbemerkt
bleiben konnen,

Aus dieser Fragestellung heraus soll naher untersucht werden,
wieviel Kupfer durch Gelatine und Gelatinehydrolysat gebunden werden
kann und wie die Farben dieser Losungen bei Sittigung mit Kupfer
sind. Nach Lieben und Jesserer ist die Grenze der Kupferaufnahme
durch alkalische Proteinlosungen bei allen Proteinen und Protein-
abkémmlingen die gleiche: eine 0,59, ige Eiweillosung kann maximal
0,06 9%, Cu aufnehmen Die genannten Zahlen erhielten diese Autoren
beim Zugeben von Kupfersulfat im UberschuB zu der alkalischen
Proteinlgsung, wonach der ungeldste Anteil an Cu(OH), abfiltriert
wurde. Rechnet man das Verhiltnis von Eiweil zu Kupfer auf das
Verhaltnis Kupfer zu Stickstoff um, so ergibt sich hier unter Zugrunde-
legung des Stickstoffgehalts der Gelatine ein Verhéltnis Cu: N = 1:7,

Tatséchlich sind die gekupferten Proteinlésungen u. U. etwas kupfer-
reicher (Cu: N = 1: 6), als Jesserer und Lieben angeben. Diese Autoren haben
nicht beriicksichtigt, dall beim Abfiltrieren des iiberschiissig zugegebenen
Kupfers in der Form von Kupferhydroxyd ein bestimmter Bruchteil des
Proteins der Losung mit in den Niederschlag gerdt. Eine nihere Unter-
suchung hat gezeigt, dal3 das tberschiissige Hydroxyd in seinem Adsorp-
tionsverhalten gegeniiber EiweiB nicht nur davon abhéngig ist, wieviel
Adsorbens Cu(OH), in der Lésung vorhanden ist, sondern auch davon
abhangt, wieviel Alkali sich neben dem Hydroxyd in Lésung befindet. Je
alkalischer die Eiweillosung, um so weniger ausgepragt ist die Adsorption
und umgekehrt.

Man darf daher den Eiweiigehalt der Cu-Proteinlosung nicht gleich
demjenigen der urspriinglichen Proteinlésung ansehen, sondern mufl ihn

14+
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Tabelle VI.
| i dsorbiort | Molvernilais
Nr. Losung N'Mengoin o | Cu gesittighon
| Losungen
—_—
1 10 ccm anhydrierte Gelatine 10,1 1:6,15
+5cem 2nNaOH + 2 cem
10 9ige CuSO,-Losung J
2 [ + 5 cem 10 9ige CuS0,-Lésung f 16,6 1:6,38
3 ’ -+ 10 cem 10 9ige CuS 0,-Lésung 254 1:6,72
+ 10 cem 10 9ige CuS0,-Lisung ! 19,1 1:6,30
; + 10cem 2n NaOH
b + 10 cem 10 9ige CuS O -Losung 17,9 1:6,04
f -+ 10 cem 40 9ige Losung

in der von iberschiissigem Cu(OH), abgetrennten Losung besonders er-
mitteln.

Man kann jedoch auch noch auf andere Weise Kupfer-Protein-
16sungen erhalten, indem man Eiweil und Kupfersalz zusammengibt
und erst dann Alkali zusetzt. Auf diese Weise koénnen viel kupfer-
reichere Losungen erhalten werden. Der Grenzwert der Sattigung mit
Kupfer liegt in diesem Falle bei 1Cu: 2,38 N. Wendet man noch
groBlere  Kupfermengen bei konstanter Eiweillkonzentration an, so
erhalt man auch bei dieser Arbeitsweise eine Fallung von Cu(OH),
Diese mit Kupfer gesiittigten Gelatinelosungen der zweiten Herstellungs-.
art sind allerdings nicht stabil, sie sind also nicht als gesattigt, sondern
besser als iibersittigt zu bezeichnen., Bei Zimmertemperatur beginnt
nach etwa 12 Stunden von dem Herstellungszeitpunkt an eine langsame
Abscheidung von Cu(OH),; bei Erwirmen erfolgt die Abscheidung
schon frither. Die Stabilitiatsdauer der kupferiibersittigten Losungen
hingt aber aufler von der Temperatur auch noch von dem Grad der
Ubersittigung an Kupfer und weiterhin von der Alkalimenge ab, die
man dem System Eiweil-Kupfersalzlosung zugibt. Je groBer der
Alkaliiiberschull, um so schneller stellt sich die stabile Endform unter
Cu (O H),-Abscheidung ein,

Um dieses néher zu zeigen, wurde folgende Versuchsreihe angesetzt:
5 cem einer 19%)igen Gelatinelosung wurden mit einer eingewogenen und so
bemessenen Cuf O,-Menge versetzt, dafy nach Zugabe von 10 ccm 2 n NaOH
eben kein Niederschlag eintrat. Die blauviolette Losung blieb héchstens
1 Minute klar und triibte sich danach. Bei Zugabe verdiinnterer Alkali-
1s6sungen verlangert sich die Stabilitdtsperiode und der Beginn der Ab-
scheidung der Ausflockung verzégert sich entsprechend.

Wenn der unstabil vom Protein in Losung gehaltene Anteil von
Cu (OH), abgeschieden ist, dann ist die Proteinlésung in Farbe und
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Tabelle VII.

) . Zeit. nach der eine Zeit, nach der sich ein

Nr. Alkalikonzentration Tri’ibun g auftrat Niede%:(c)ggogcilg:étzte

1 ‘ lcem 2n NaOH +9 cem H, 0 “ etwa 30 Minuten L 4 Stunden

2 ; 2 i3] 2 n 33 + 8 39 ’ \: ’ 15 ’” i

3 L 3 ’ 2n It + 7 ’ % i s 10 ” } 2 23

4 |4, 2n ,, +6 , , |'l die Tribung \

5 |5 , 2n w +5 » ||l war um so |

6 6 , 2n , 4, v "‘ stirker, je i '

7 7 5, 2n s +3 i grofler die 1 ’

8 8 ,, 2n ,  +2 0, . i1 Alkalikonzen- ] ’

9 } 9 , 2n ,, +1 , ., | J tration |
10 (10 ,, 2n  ,, +0 , , |etwa 1Minute |

Cu-Gehalt gleich der Cu-Proteinlosung, die vor der Kupferzugabe
Alkali enthielt.
Tabelle VIII.

} . 1 La e des
Nr. Cu-Gelatinelésung 5 sugﬁ;téve | MOI‘SBJI.H;\}tms ! E&gﬁgﬁ:ﬁg:
| ‘ | ‘ in mu
1 I Alkali nachtraglich zugegeben ‘ blauviolett 1:2,38 | 580560
2 || Lésung nach Abscheidung der [ blauviolett 1:6,2 560—540
| labil gebundenen Cu-Menge !
3 1 Alkalizugabe vor der Cu-Zugabe ’ blauviolett ; 1:6,0 i 560—540

Wie die Lichtabsorptionskurven (Abb. 14) zeigen, ist die Losung,
welche zum Teil Kupfer in unstabiler Form enthilt, mehr blau und
weniger intensiv gefirbt als die Losung mit ausschlieBlich stabil ge-
bundenem Kupfer. Das Maxi-
mum der Kurve liegt im ersten sfabi/]qebund;nes Cu
Falle bei 570 mp. und zeigt eine Vel
halb so grofie Extinktion als
das Maximum im zweiten Falle,

AT+
: . - N\
in welchem es bei 550 my. zu | /,J Tabil gebundenes Cu\f\\o
= | |

<

Oy

=2
n

. . . o
liegen. kommt. Die beiden g T3
Kurven sind von Lésungen 50 0 6% 60 S50 S0 ¥0 W0
ichen Kupfergehal a —* .
glelc en uplergeha ts (un Abb. 14. Vergleich der Extinktionskurven von
dementsprechend ungleichen Gelatine — Kupfersulfat — Alkalilssungen bei

. . Kupfersittigung (stabil gebundenes Kupfer)
Elwelﬁgehalts) aufgenommen und Kupferiibersittigung (labil gebundenes

(0,05 %, ige Losung in bezug auf Kupser) Kupferkonzggtﬁr;tion in beiden Fillen
Cu). Da die Intensitit der e

Kupferfarbe nur dann groB ist, wenn Cu sich in komplexer Bindung
befindet, so geht aus der geringen Extinktion der zweiten Kurve her-
vor, daf ein Teil des Kupfers nicht komplexgebunden sein kann. Dieser
Anteil ist offenbar identisch mit dem labil gebundenen Anteil, der nur
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durch das Eiweil infolge einer Art Schutzkolloidwirkung fiir einige
Zeit, suspendiert wird und an der Koagulation zu sedimentierbaren
Flocken gehindert wird.

Nimmt man unter diesen Herstellungsbedingungen der Kupferprotein-
l6sung die Farbkurven der blauen und roten Komponenten der Biuretfarbe
durch Bestimmen der Extinktionen von Gelatinelésungen gleichen N-Gehalts
aber steigender Cu-Menge mit den Filtern F 72 (rot) und F 47 (blau) auf,
in der Weise wie Jesserer und Lieben vorgegangen sind, so erhilt man fiir
die rote Komponente von einer be-
stimmten Zugabe von Cu S0, an einen
konstanten Wert (Abb.15), wiahrend
Jesserer und Lieben stets eine gerad-
linige Zunahme der Farbkurven der
beiden Komponenten beobachtete.
So anschaulich auch die Aufteilung
der Komplexfarbe in zwei extrem ge-

Alar

7 Fiy(blau), rofe Kom-
ponente”

5200// N

“Blave Komponente]

I

0251 —— A _~f»— farbte Teilkomponenten zu sein
// - scheint, so ist diese Vereinfachung
///T/ doch in verschiedener Hinsicht irre-

L L7 = 7 5 ~p fuhrend. Verfolgt man namlich die
v Trapfin 0%ige CuSQ,Losung Anderung der Extinktion bei F 72
Abb. 15. 1%ige Gelatineldosung mit 5%iger bzw.F47an Losungen glelchenKupfer-

Kupfersulfatiosung tropfenweise versetzt und

dann alkalisch gemacht. Extinktionen bei Vor-

schalten der Filter 47 (blau) und Filter 72 (rot).

Die gestrichelten Kurven sind der Arbeit von

Lieben und Jesserer entnommen und beziehen
gich auf Caseinlosungen.

gehalts (vgl. Abb. 4), so sieht man,
daB3 eine Verschiebung des Verhilt-
nisses Cu: N im Sinne eines stéirkeren
Uberwiegens von Cu gegeniiber Ei-
weill ein Sinken der Farbstiarke der

roten Komponente (und nicht wie
bei Jesserer und Lieben ein Steigen) bedingt. Man muB bei dem Vergleich
derartiger Lésungen also die Kupferkonzentration konstant halten, da ja die
Farbstéirke und der Absorptionsverlauf der Kupferfarbe hier zum Vergleich
herangezogen wird.

6. Einfluf des Abbaus der Proteine anf die Sittigung mit Kupfer.

Gelatine wurde durch Kochen der neutralen Losung desaggregiert,
bzw. mit n/10 H, SO, schwach hydrolysiert und auf die Grenzzahl der
aufnehmbaren Kupfermenge untersucht. Zu diesem Zweck wurde die

Tabelle IX. Zugabe von Kupfersulfat zu alkalischen 1%igen
Gelatinelésungen verschiedenen Abbaugrades (gesattigte Cu-

Losung).

g o o o o | o 1 ‘L.‘.xgc des

i‘ . i in mu
L — | blauviolett | 1:58 | 560—550
21 24 Std. desaggregiert | violett 1:6,3 ‘ 555 —54b
3 ! 24 Std. hydrolysiert mit !‘ blau, etwas zu 1:597  590-580

[ n/10 Hy SO, unter Riickfiuf} ! violett hinneigend ! |
4 H 3 mal 24 Std. hydrolysiert | blau | 1:562 | 615-605
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Tabelle X. Zugabe von Alkalizuneutraler Kupfersulfat-Gelatine-
Lésung (iibersattigte Cu-Lésung).

L Molverhéltnis Lage des
| Kupferzugabe in mu
1 - | blauviolett L 1:2,3 | 580—560
2 24 Std. desaggregiert ‘ blauviolett | 1:3.6 I 5756565
3 24 Std. hydrolysiert | blau, etwaszu | 1:538 | 590—580
violett hinneigend ! “
4 || 3mal 24 Std. hydrolysiert l blau 1:568 | 610—600

Biuretprobe einmal unter Anwendung von Xupferiiberschuff und
Abfiltrieren des nichtkomplexgebundenen Kupferhydroxyds hergestellt
(Tabelle IX) und ein zweites Mal unter Zugabe bestimmter Kupfersalz-
mengen zuneutraler Losung und darauffolgendem Alkalizusatz (Tabelle X).

Es zeigt sich hierbei, dafi durch den Abbau der Gelatine die Moglich-
keit der Ubersittigung mit Kupfer aufgehoben wird.

Zur Authebung der Bindung von unstabilem Kupfer ist allerdings
eine Desaggregierung noch nicht ausreichend. Wir kénnen daraus
schlieBen, daB die Ubersiittigung nicht lediglich auf einer Suspendierung
von kolloidverteiltem Kupferhydroxyd in den Molekularzwischenrdumen
der Gelatinemicellen beruht. Nicht so sehr der micellare Aufbau der
Gelatineteilchen als vielmehr die Molekiilgréle und Form als solche
(Kettenmolekiile) mufl als die Hauptbedingung firr das Zustande-
kommen der Ubersittigung angesehen werden. Hiermit steht auch in
Ubereinstimmung, daB sich Eialbumin mit Kupfer iibersittigen laBt;
bei diesem Eiweilkorper ist eine micellare Struktur der in Losung
befindlichen Teilchen nach dem bisherigen Stand unserer Kenntnisse
nicht anzunehmen.

Die Losungen 1 und 2 der Tabelle X sind, wie das Verhiltnis
Kupfer zu Stickstoff anzeigt, iibersittigt und daher unstabil. Die
Losung 2 als die weniger stark iiberséttigte zeigt dementsprechend eine
langere Stabilititsperiode als die Losung 1. Von Losung 3 ab, die eine
lingere Sdurehydrolyse erhalten hat, sind die Kupfergehalte der Losungen
gleich denjenigen, die auf die andere Weise hergestellt sind.

Diese Versuche zeigen, daBl nur bei unabgebauten bzw. wenig
abgebauten EiweiBkérpern eine Ubersittigung mit Kupfer méglich ist,
nicht aber bei hoheren Abbaustufen (,,Peptone’). Da die mit Kupfer
ibersittigte EiweiBlosung ein sehr blaustichiges Violett aufweist, so
ergibt sich die Méglichkeit, mit unabgebauten Eiweillkérpern viel blau-
stichigere Kupferfarben zu erhalten als bei abgebauten, wenn man bei
Anstellen der Biuretreaktion Alkali zuletzt zugibt.

Die vorstehend mitgeteilten Versuche wurden an Gelatine aus-
gefithrt. Es erhebt sich die Frage, ob die gefundenen GesetzmiBig-
keiten auch auf andere EiweiBlkorper {ibertragbar sind.
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7. Die Farben von Kupferproteinlosungen bei verschiedenen Eiweif-
korpern.

Lieben und Jesserer kamen zu dem Ergebnis, dafl alle EiweiBlkérper
und Abkémmlinge derselben, wie Peptone, desamidierte Proteine usw.,
gleiche Farbstirke und eine gleiche Sattigung an Kupfer (bei Zugabe
der Kupferlésung zu alkalischer Proteinlésung und Abtrennen des
iiberschiissigen Kupferhydroxyds) aufweisen. Bei genauerer Unter-
suchung findet man jedoch Verschiedenheiten zwischen den Biuret-
farben der einzelnen Proteine.
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Abb. 18. Extinktionskurven von Kupfersnlfat— Abb, 17. Extinktionskurven von Kupfersulfat—
Eialbumin— Alkalilosungen. Casein—Alkalilosungen.
Versuchsanordnung wie bei Abb. 4, Versuchsanordnung wie bei Abb. 4.
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Abb. 18. Extinktionskurven von Kupfersulfat—Biuret— Alkalilosungen.
Versuchsanordnnng wie bei Abb, 4.
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Vergleicht man die Lichtabsorptionskurven der Systeme Kupfer-
Eialbumin, Kupfer-Gelatine und Kupfer-Casein, so sinkt die Hohe der
Extinktion im Maximum bei den drei Eiweillkérpern in der genannten
Reihenfolge etwas; auch sind die Maxima bei Eialbumin und Casein
bei etwas kiirzeren Lichtwellenlingen gelegen als bei Gelatine (Abb. 16,
17 u. vgl. dazu Abb. 4). Zum Vergleich geben wir die Ergebnisse
einer analogen Untersuchung mit Biuret wieder (Tab. XI, Abb. 18).

Tabelle XI. 0,159 Cu.
! o  lagedes | Hohe des Maxi-
Reaktions- Nr ‘ Molverhiiltnis Subjektive Extinktions- | mums des
partner des Cu = Cu:N Farbe maximums Extinktions-
‘ in mu ‘ koeffizienten
Casein 1 ] 1:10 blauviolett | 560-550 | 3,26
2 | 1:50 violett 540—530 | 330
3 ‘ 1:70 rotviolett 530—520 | 3,18
Eialbumin 1 ! 1:10 violett 556 —pdh | 3,68
2 1:50 rotviolett 540—530 | 3,568
3 | 1:70 rotviolett 530—520 ) 3,66
Biuret 1| 15 rotviolett | 535615 | 1,00
2 ‘ 1:10 rot | 510—490 1,18
3 | 1:50 ; rot . 510—490 1,21

Was die Sattigung an Kupfer betrifft, so zeigt sich, daB die alkalische
Casein- und Eialbuminlgsung mit Kupfersalzlosung versetzt, nicht den
gleichen Sattigungsgrad aufweisen wie eine alkalische Gelatinelosung.

Tabelle XII.

Verhéltnis Cu: N
bei Sittigung

EiweiBkorper

Gelatine .......ccvveiiivinnnn.. 1:6,0
Casein vvive i in i i 1:6,9
Eialbumin ..................... 1:4,1

Bei Casein, das mit Alkali gelost werden kann, 1aBt sich ein Uber-
séttigungsversuch in der Art, wie er bei Gelatine durchgefiihrt wurde
(Versetzen der neutralen Losung mit neutralem Cu-Salz und dann
Alkalizugabe), nicht anstellen. Bei Eialbuminlésungen fiihrt er zu sehr
kupferreichen Lésungen (Cu:N = 1:1,25), die jedoch nicht, wie bei
Gelatine, nach kiirzerer oder lingerer Zeit Cu (O H), abscheiden, sondern
die gesamte Kupfermenge in stabiler Loésungsform enthalten. Die
Unterscheidung zwischen stabil und labil gebundenem Kupfer ist also
in diesem Falle nicht mdglich. Gibt man noch gréfiere Kupfersalz-
lésungen zu der Eierklarlgsung, so erscheint das iiberschiissig in der
Losung enthaltene Cu(OH), als fein verteilte und filtrierbare Tritbung.
Gibt man schlieBlich so viel Kupfersalz zu, da Cu(OH), in abfiltrier-
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barer Form ausfallt, so hélt dieser Niederschlag beim Filtrieren seiner-
seits den grofBiten Teil des Proteins so festgebunden, dal das Filtrat
sehr stark an Eiweifl verarmt ist.

Man sieht also, dafl bei der Reaktion der Eiweiflkérper mit Kupfer-
salzen in alkalischer Losung qualitativ und quantitativ Verschieden-
heiten der einzelnen Proteine auftreten, die sich im einzelnen nicht er-
klaren lassen, da unsere Kenntnisse iiber die Unterschiede der genannten
Proteine in bezug auf Aminosdurezusammensetzung, Bau der Makro-
molekiile und Bildung iibermolekularer Assoziationsformen (Micellen)
noch zu ungeniigend sind.

Vergleicht man jedoch das Verhalten dieser verschiedenen Proteine
gegeniiber Kupfer und Alkali mit dem Verhalten des Biurets, so erkennt
man, dal die Proteine gegeniiber dem sehr abweichenden Biuret doch
eine recht gute Ubereinstimmung aufweisen. Das zeigen am besten
die Lichtabsorptionskurven der Cu-Biuretldsungen, die bei gleichem
Kupfergehalt eine nur halb so grofie Extinktion im Absorptions.-
maximum aufweisen als die Kurven der Proteine (Abb.18). Auch
liegen die Maxima im Gebiet kleinerer Lichtwellenlingen. Die Farbe
der gekupferten Proteinlésung als Biuretfarbe zu bezeichnen, erscheint
auf Grund dieser quantitativen Messung nicht sehr angebracht; aller-
dings wird man an dem einmal eingefiihrten Sprachgebraunch nichts
mehr dndern kénnen.

8. Gelb gefirbte Kupfer-Gelatinelosungen.

Eine weitere Besonderheit der Gelatine gegeniiber Casein und
Eialbumin zeigt sich, wenn man zu den mit Kupfersulfat versetzten
Gelatinelésungen nur Alkali bis zu einem py-Wert von 8,5 bis 10 zugibt,
das iiberschiissige Cu(OH), abfiltriert und dann erhitzt. Man erhalt

Tabelle XIII.

NT. H Losung 1 p-Wert | VOrDADIS | e Verinderung
:;:;‘},,,— e s e e e ’ e — —J —— S —
1| 10cem 19%ige Gelatine- | 85 | 1:9,1 hell- | gelb
} l6sung -+ einige Tropfen ’ violett |
: 2n NaOH !
\i ‘\[ ‘ )
2 - einige Tropfen ‘) 10 l 1:7,65 ; blau- gelb, Ausscl?ell-
‘ 2n NaOH \ | | violett | dung von kol-
| i | loidal gelostem
! t i CuO
3 + %cem 2n NaOH stark 1:6,9 ” rot, unter
N alkalisch | Ausscheidung
‘(1‘ | von CuO
4 3“ -+ 2 cem 40 9%jige NaOH | dasselbe | 1:6,1 ’ dasselbe
5 H + b com 40 %ige NaOH _ 1:6,2 ” »
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dabei namlich eine rotgelbe (in verdiinnter Loésung gelbe) Komplex-
farbe der Kupfer-Gelatinelosung, wihrend vor dem Kochen die Lésung
eine violette Farbe hatte. Gibt man aber zu der hellvioletten noch nicht
gekochten Losung noch mehr Alkali zu, so bleibt dann beim Kochen
die normale Biuretfarbe bestehen.

Gibt man Alkali zu, nachdem die Losung vorher unter dem Einflu
der Erhitzung die gelbe Farbe angenommen hat, so bleibt die gelbe
Komplexfarbe bestehen, wird aber beim erneuten Erhitzen stirker nach
rot verschoben. Der Kupfergehalt der auf oben beschriebene Weise
hergestellten Kupfer-Gelatinelosung ist durch das Verhiltnis Cu: N
= 1:9,1 gekennzeichnet, d.h. die Losung ist kupferirmer als bei
Anwendung eines Alkaliiiberschusses. Man kann jedoch derartige gelbe
Losungen auch mit dem gewdhnlichen Sattigungswert der Gelatine-
I6sung an Kupfer herstellen (Cu:N = 1:6,0). Man geht zu diesem
Zwecke von einer normalen Gelatine-Kupfer-Alkalilosung aus, die mit
Kupfersulfatiiberschuf und Alkalitberschuf hergestellt wurde und
stumpft sie auf py = 8,5 bis 9 ab. Sie hat dann eine mehr blaue Farbe,
die beim Kochen sehr schnell (schneller als beim Kochen der direkt
hergestellten Losungen von px = 8,5 bis 9) gelb wird. Die gelben
Losungen sind in beiden Fallen schwach getriibt, was auf eine Aus-
scheidung von CuO zuriickzufiithren ist. Casein und Eialbumin eignen
sich nicht, um die gelben Kupferkomplexlésungen herzustellen. Die
Losungen dieser Proteine zeigen unter den angegebenen Bedingungen
keine wesentliche Farbverschiebung.

Andererseits findet man beim Erhitzen kupferreicher Casein- bzw.
Eialbuminlosungen eine Abscheidung von rotem Kupferoxydul, die aut
Reduktion des komplexgebundenen Kupfers durch die Zuckerbestand-
teile in diesen Proteinen bedingt ist. Beim Casein wird aullerdem noch
komplex-gebundenes Kupfer beim Erhitzen als CuO abgeschieden.

Zusammenfassung.

1. Es werden vergleichend die Farben von alkalischen Kupfer-
proteinldsungen untersucht; die bei Anderung des Verhiltnisses Cu: N
und bei fortschreitendem Abbau auftretenden Farbverschiebungen
werden auf die Bildung verschiedener Typen von Kupferkomplex-
verbindungen zuriickgefiihrt.

2. Fir das Auftreten der Biuretfarbe (rot) ist das Vorliegen zweier
benachbarter Peptidgruppen erforderlich. Daneben konnen freie
Aminogruppen von Proteinen oder Proteinabbaupredukten bis herunter
zu Aminosiuren Kupfer in Form von Aminokomplexen stabilisieren.
Es entstehen hierbei blaue Kupferlosungen. Unter den Bedingungen
der Biuretreaktion kénnen beide Komplextypen gleichzeitig auftreten,
wobei entsprechende Mischfarben entstehen.
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3. Das in alkalischer Losung durch die genannten Gruppen stabili-
sierte Cupriion ist nur bei geniigendem Konzentrationsiiberschuf3 der
genannten Komplexbildner an diesen Gruppen abgesittigt. Es kann
aber auch als basischer Komplex vollkommen oder fiir eine bestimmte
Zeit stabilisiert erscheinen. Auch der Sattigungsgrad der Kupfer-
peptidkomplexe ist von Einfluf} auf die Biuretfarbe.

4. Der Maximalwert einer durch eine bestimmte Proteinmenge
stabilisierbaren Menge von Cupriionen ist von der Zusammengabe der
Komponenten abhéngig.
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Die vorliegende Untersuchung schlieft an unsere Arbeit tiber die
bei der Biuretreaktion auftretenden farbigen Kupferkomplexe mit
EiweiBkorpern an (1). Wir konnten dort zeigen, dafl die Verschiedenheit
der Farbtonungen bei der Biuretreaktion auf die Anwesenheit zweier
Gruppen in den EiweiBkorpern zuriickzufithren ist : die charakteristische
rote Biuretfarbe wird durch das Zusammenwirken zweier Peptidgruppen
mit einem Kupferatom bei alkalischer Reaktion hervorgerufen ; daneben
konnen freie Aminogruppen Kupfer in Form von (blauen) Amino-
komplexen stabilisieren. Die Anderungen der Farbnuancen bei der
Biuretreaktion in Abhéngigkeit von dem Verhiltnis Cu zu komplex-
bildendem Stickstoff bzw. vom Abbaugrad des angewandten Eiweil3-
korpers sind im wesentlichen durch das gleichzeitige Auftreten beider
Komplextypen bedingt.

Wir stellten uns die Frage, ob und wieweit analoge Verhiltnisse
bei der Reaktion zwischen Chromsalzen und EiweiBkorpern vorliegen.
Diese Frage war durch zwei sich widersprechende Meinungen auf-
geworfen worden: K. H. Gustavson (2) glaubte auf Grund verschiedener
Beobachtungen der Peptidgruppe bei der Chromgerbung eine Rolle als
Bindegruppe des KEiweifikorpers fiur das gerbende Chromsalz zu-
sprechen zu sollen; andererseits fanden Jesserer und Lieben (3), daB
Casein mit Chromsalzen unter den Bedingungen der Biuretreaktion
keine Verbindung eingeht. Nun wird zwar die Chromgerbung nicht
unter den Bedingungen der Biuretreaktion vorgenommen, doch sollte
eine Mitwirkung der Peptidgruppe bei der Chromgerbung einen positiven
Ausfall einer Chrom-Biuretreaktion bedingen. Insofern stehen die
beiden angefiihrten Meinungen im Widerspruch.
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1. Wir untersuchten zuerst die Moglichkeit einer Biuretreaktion
unter Verwendung von Chrom als farbbildendem Komplexmetall.

Wenn man zu einer alkalischen Eiweifilosung Kupferhydroxyd
zugibt, so 16st sich Cu(OH), nach einiger Zeit, wobei die charakteristi-
sche Biuretfarbe entsteht. Gibt man hingegen Chromhydroxyd zn
einer alkalischen Eiweifllésung, so erfolgt keine Auflosung der Hydroxyd.-
fallung; ein wieder-in-Losung-Bringen von Chromhydroxyd durch
Anbieten eines Komplexbildners ist weder bei Giykokoll noch mit
anderen komplexaktiven Korpern mdoglich. Desgleichen scheidet die
bei Kupfer so bequem anzuwendende Methode aus, die in einer Zugabe
von Kupfersalz zur Eiweiflésung und nachtriglichem Zufiigen von
Alkali besteht, da hierbei entweder Chromhydroxyd ausfillt und nicht
mehr in Losung geht oder bei geniigend groBem EiweiBiiberschufl mit
diesem eine alkali-stabile Verbindung eingeht, welche nicht der Biuret-
verbindung entspricht, sondern dem anderen Verbindungstyp angehort
(vgl. Abschnitt 3). Die einzige Moglichkeit, eine biuretihnliche Kom-
plexverbindung des Chroms mit Eiweill zu erhalten, besteht darin, dafl
man von vornherein eine sehr stark alkalische Chromitlécung anwendet.
Man erhilt jedoch in diesem Falle nur dann eine durch Farbanderung
erkennbare Komplexverbindung, wenn man unabgebaute oder schwach
abgebaute Gelatine verwendet; mit Glykokoll oder einem voll-
kommen abgebauten EiweiBhydrolysat erfolgt hingegen keine Kom-
plexbildung.

Die Farbe des Chrompeptidkomplexes ist violett und sehr leicht
von der griinen Chromitfarbe der Ausgangslosung zu unterscheiden.
Dieser Komplex ist nur in Gegenwart von soviel Alkali, als zur Ldsung
des Chromhydroxyds zu Chromit erforderlich ist, besténdig. Jesserer
und Lieben dialysierten 11 Tage lang eine Losung von Chromit plus
Casein gegen 39%jige Natronlauge, wobei sich alles Chrom als griines
Chromhydroxyd abschied. Sie kamen deshalb zu der Schiuffolgerung,
dafl Chrom mit alkalischen Eiweifllosungen keine Verbindung eingeht.
Diese Angabe ist also zu korrigieren.

Auch mit Biuret erhélt man eine Chromkomplexbildung in stark
alkalischer Losung, wobei eine Verschiebung der hellgriinen Chromit-
farbe nach Blaugriin eintritt. Voraussetzung fiir die Chromit-Biuret-
reaktion mit Biuret ist die Verwendung einer hochkonzentrierten
Biuretlosung von geniigendem Alkaligehalt.

Abgesehen von der Farbianderung duBert sich die Komplexaktivitat
des Biurets und der Peptide in einer Stabilisierung der alkalischen
Chrom-Eiweifllosung gegeniiber Erhitzen; eine unstabilisierte Chromit-
l6sung oder eine mit abiuretem KEiweiBhydrolysat versetzte Chromit-
losung scheidet beim Erhitzen Chromhydroxyd aus.
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Der Chrompeptidkomplex wire in Analogie zu dem Kupferpeptid-
komplex folgendermaflen zu formulieren:
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Mit Chrom bilden sich in stark alkalischem Gebiet demnach nur
Peptidkomplexe, wihrend Komplexe, in denen die Aminogruppen der
Proteine oder Aminosauren als Liganden vorliegen, bei der Alkalitit
der Biuretprobe offenbar nicht existenzfahig sind. Die Problematik
des Farbwechsels, der fiir die Cu-Biuretreaktion so charakteristisch und
zugleich schwer zu durchschauen ist, tritt also bei Chrom nicht auf.

2. Eine Biuretreaktion mit Chromsalzen ist, wie gezeigt wurde,
moglich, aber wegen der Unstabilitit der entstehenden Komplex-
verbindung mit Peptidgruppen beim Verdiinnen nicht als Grundlage
fiir eine Beurteilung des Abbaugrades von Eiweiflhydrolysaten emp-
fehlenswert. Aus dem gleichen Grund ist die Annahme von Gustavson,
dafl unter den px-Bedingungen der Chromgerbung eine Beteiligung der
Peptidgruppen an der Chrombindung zustandekommt, abzulehnen.

Hingegen weist der andere Typus der Metallkomplexverbindung
mit Eiweil bei Chrom eine um so gréBere Stabilitdt auf. Dieser andere
Typus leitet sich von dem bekannten Kupferglykokollsalz von Ley

(5]
NO——C0 /4
ab (4).

Es soll nun gezeigt werden, daBl diese Art der Komplexsalzbildung
im Falle des Chroms insofern zu einer Beurteilung des Abbaugrades
von Eiweil herangezogen werden kann, als mit zunehmendem Abbau-
grad in Eiweilkérpern die Zahl der freien Amino- und Carboxylgruppen
zunimmt und infolgedessen die Moglichkeit zur Ausbildung von Kom-
plexverbindungen des Glykokollsalztypus ansteigt. Damit dndert sich
auch die Farbe der Eiweifichromsalzlésung.

Zu unseren Versuchen verwendeten wir eine dhnliche Abbaureihe der
Gelatine, wie bei den Messungen der Biuretfarben mit Kupfer, d. h. teils

bei neutraler Reaktion im Autoklaven desaggregierte Gelatine, teils mit
n/2 Schwefelsiure durch Sieden bzw. Autoklavenerhitzung auf 180° hydro-
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lysierte Gelatine. Die von Saure befreiten Losungen wurden mit Chrom-
nitrat im Verhéltnis Cr: N = 1:10 versetzt und in einer Konzentration
von 0,3% Cr im Stufenphotometer auf Lichtabsorption bei verschiedenen
Spektralbereichen untersucht.

Die Ergebnisse zeigt Abb. 1. Die Zahlen der Kurven beziehen sich
auf die Gelatinelosungen der Tabelle 1V einer fritheren Mittei ung (1).
Die Aufeinanderfolge der Kurven zeigt eine viel groflere Regelmafig-
keit als im Falle der Biuretreaktion mit Kupfersalz, vgl. Abb. 11 bis 13
der erwiahnten Verdffentlichung (1). Sie spricht dafiir, daf immer nur
ein Typus von aktiven Gruppen bei

# ( A o der Reaktion mit Chrom beteiligt ist,
&) — ,;d y / und zwar handelt es sich um die Carb-

20 oxyl- und Aminogruppen, die auch
T 15 bei der Reaktion von Glykokoll mit
£

Chromsalzen in Funktion treten. Die
Farbe des Reaktionsproduktes von
Chrom mit Glykokell ist nahezu iiber-
einstimmend mit derjenigen des Ge-
misches Gelatine-Chrom, sofern man
fiir ein gleiches Verhéltnis von Chrom
zu reagierenden Gruppen Sorge trigt.
Bei hohem Abbaugrad und geniigender Eiweifkonzentration hat die
Chromlésung — nachdem die Komplexbildung durch kurzes Erhitzen
herbeigefithrt worden ist — eine prachtvolle tiefdunkelrote Farbe.
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Abb. 1.

Diese Messungen zeigen, dafl mit Chrom eine Farbreaktion der
Eiweillkorper moglich ist, welche nicht nur qualitativ, sondern sogar
guantitativ vom Abbau des Eiweikorpers abhéngig ist. Allerdings
leistet diese Methode nicht mehr als eine chemische Abbaugrad-
bestimmung, z. B. mit Hilfe der van Slyke-Methode.

Ein wichtigeres Ergebnis dieser Untersuchung ist jedoch dasfolgende :
diejenigen Gruppen, welche in der unabgebauten Gelatine Trager der
Reaktion mit Chrom sind, miissen die gleichen sein, wie die Gruppen,
die beim Abbau der Gelatine freigelegt werden, da im Gegensatz zu
den Farbmessungen des Systems Kupfer-Eiweif3-Alkali der Typus der
Kurve bei fortschreitendem Abbau ungedndert bleibt. Damit ist die
Annahme von Gustavson, dafl die Peptidgruppen an der Chromgerbung
Anteil nehmen, ebenfalls widerlegt.

3. Gegen die Beweisfithrung einer Nichtbeteiligung der Peptid-
gruppe an der Chromeiweilbindung bei der Chromgerbung kann der
Einwand gemacht werden, dal vielleicht in bestimmten py-Bereichen
eine Aktivierung und komplexe Bindung beider Gruppen, der Peptid-
gruppe und des im Glykokollchromsalz verankerten Paares polarer
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Gruppen vorliegt. Dieser pu-Bereich kénnte nur ein alkalischer sein,
da, wie gezeigt wurde, die Peptidgruppe nur in stark alkalischer

Losung zu einer Komplexsalzbildung mit dem Chrom aktiviert werden
kann.

Hier zeigt wieder der Vergleich der ¥arben der Systeme Eiweif3-
Kupfer und Eiweil-Chrom, dafl eine Komplexumwandlung beim
Alkalischmachen einer neutralen Eiweifimetallsalzlésung nur im Falle
des Kupfers, nicht aber beim Chrom erfolgt. Beim Kupfer entsteht
iberhaupt erst die Biuretfarbe durch Alkalischmachen der Kupfer-
eiweiBllosung ; im neutralen Gebiet ist die Farbe der Losung griin [Extink-
tionsmaximum bei 650, vgl. Abb.1 in (1)], im alkalischen Gebiet
rotviolett [Extinktionsmaximum bei 550, vgl. Abb.5 in (1)]. Diese
Farbénderung beruht darauf, daB die Kupferatome im alkalischen
Gebiet die Peptidgruppen als Liganden bevorzugen, wihrend Amino-
komplexe nur so weit bestehen bleiben, als die Peptidgruppen zur
Absattigung nicht ausreichen. Die Chromgelatine zeigt hingegen bei
Alkalizugabe keine Farbinderung: der einmal gebildete glykokoll-
salzédhnliche Komplex des Chroms ist so stabil, da er auch beim Kochen
in Alkali nicht zerstort wird. Das gilt jedoch nur mit der Einschrinkung,
daB3 die Chromatome durch die Carboxyl- bzw. Aminogruppen des
Eiweilkorpers abgesattigt sind. Damit diese Forderung erfiillt wird,
muf} der Eiweillkorper etwas hydrolytisch abgebaut sein.

LaBt man hingegen auf das Gemisch unabgebauter Gelatine mit
Chromsalz Alkali einwirken, so findet eine Komplexzerstérung statt.
Das gleiche gilt fiir das technische Chromleder, welches durch Alkali-
einwirkung entgerbt wird. Hieraus geht hervor, daBi im Chromleder
und im Reaktionsprodukt zwischen unabgebauter Gelatine und Chrom-
salzen die Chromkomplexe nicht abgesiittigt sind. Das ist auch durch-
aus verstdndlich, da die in der Hautsubstanz bzw. in der unabgebauten
Gelatine vorhandenen aktiven Gruppen sich in einer ganz bestimmten
weitrdumigen Lageverteilung befinden, die so beschaffen ist, daB
hochstens immer nur ein Paar aktiver Gruppen, also je eine Carboxyl-
und eine Aminogruppe mit einem Chromatom reagieren kiénnen.

Zusammenfassung.

Die Chromsalze kénnen ebenso wie die Kupfersalze zwei Typen
von Komplexverbindungen mit EiweiBkorpern eingehen. Bevorzugt
ist der Typus, welcher dem Glykokollsalz entspricht. Bei ihm treten
freie Carboxyl- und Aminogruppen in den Komplex ein. Dieser Ver-

bindungstyp liegt auch dem Gerbvorgang bei der Chromgerbung zu-
grunde.
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Der andere Typus, bei dem Peptidgruppen in den Komplex ein-
treten und der der Kupfer-Eiweillverbindung bei der Biuretreaktion
entspricht, tritt nur in stark alkalischer Losung auf. Eine Beteiligung
der Peptidgruppen an der Bindung der Chromsalze durch die Haut-
substanz im Chromleder findet nicht statt.
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