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Perjodat-Oxydation von Ovalbumin 

Von Kazuyuki MAEKAWA and Masahisa KusHIBE 

(Eingegangen Am 7, Januar, 1954)

Fruher wurden haufig die Oxydations-
agenzien wie Permanganate, Wasserstoff-
superoxyd, Chromsaure angewandt, urn die 
Strukture der Eiweissstoffe mit Hilfe von 
Oxydation zu erklaren. Bei diesen Versuchen 
sind sie jedoch so kraftig, dass verschiedene 
Stelle an dem Molekiil angegriffen and damit 
die Reaktion kompliziert wird. Ausser bei 
den verhaltnismassig einfachen Eiweissstoffen 
brachten die solchen Versuche kein ergiebiges 
Ergebnis1,2). Hinsichtlich der Beziehungen 
zwischen der Strukture der Eiweissstoffe and 
ihrer physiologischen Wirkung brachte die 
direkte Oxydation von Eiweissstoffen fast 
nichts zu Tage. 

Dagegen wurden neulich einige Versuche 
veroffentlicht, native Eiweissstoffe unter ver-
haltnismassig milden Bedingungen zu oxy-
dieren. Goevel et al. fanden z.B., dass Virus, 
,,Western equine encephalomylitis ", infolge der 
Perjodat-Oxydation seine Pathogenitat ver-
liert, dabei aber seine antigenische Spezifitat 
zuriickbleibt3). Ferner folgerten Goebel and 
Perlmann4 aus den Veranderungen an Ab-
sorptionsspektrum and elektrophoretischer 
Mobilitat, dass sich einige Amino-Sauren zer-
storen liessen, indem sie mittels LiIO4 Rinde 
Serumalbumin oxydierten. 1. 

Desnuelle et al. berichteten5), dass Oval-
bumin durch Perjodat allmahlich niedergesch-
lagen wurde, and dass samtlich Cystein, 
Cystin, ein Teil von Tyrosin and ein Drittel 
von Tryptophan in dem koagulierten Oval-
bumin zersetzt wurden. Vor kurzer Zeit be-
handelten Jansen et al.6) mit Perjodat a-
Chymotrypsin and gewannen Oxy.-a-Chymo-
trypsin, welche opt. pH mehr oder weniger 
verschob. 

Betreffs Chemismus von Eiweiss-Oxydation 
befindet sich aber die eingehende Forschung 
noch nicht. 

Schon berichtete einer von uns gemeinsam 
mit M. Hamada7 , dass verschiedenartige

Eiweissstoffe gewissermassen das Oxydant 
verbrauchten and dabei gewisses Ammoniak 
and Aldehyd entstanden. Jedoch muss noch 
erklart werden, dass dieser scheinbare Per-

jodat-Verbrauch von Protein verrichtet wurde, 
urn welche Stelle von dem Proteinmolekule 
wirklich zu oxydieren, and was Protein fol-

gendessen fur eine Veranderung physikalisch 
erlitt, and auch welche Aminosauren welcher-
weise sich zersetzten. Um weiteres daruber 
zu erklaren and zur Kenntnisse der physiolo-

gischen Wirkung and Strukture zu kommen, 
nahmen die Verfasser die folgenden Unter-
suchungen vor. 

Beschreibung der Versuche 

I. Direkte Oxydation von kristallizierten 
Ovalbumin durch Perjodat. Ovalbumin, welches 
nach gewohnlichen Verfahren dargestellt, mehrfach 
umkristallisiert and dialyziert wurde, wurde 
in Michaelis'schen Phosnhat-Puffer von vH 7.7
aufgelost, um 5～20 mg/ccm von Eiweisslosung .

darzustellen. NalO4 wurde aus Wasser umkri-

stallisiert and in demselben Puffer von pH 7.0,

als 0.1～0.01 rr Losung gelost. Unter Benutzung

von beiden Losungen wurden die Bestimmung, 
von Oxydant-Verbrauch and die Darstellung von 
oxydierten Proben folgendermassen jede fiir sick 
verrichtet. 

(A). 10 ccm dieser Ovalbuminlosung wurde in 
50 ccm Glasstopselflaschen pipettiert, hierzu wurde 
20 ccm 0.02 N Natriummeta-Perjodat Losung 
zugesetzt, these wurde bei Zimmertemperatur 
unter gelegentlicher Pipettierung gelassen. 1 ccm 
von der ausgezogenen Losung wurde mit 10 ccm 
gesattigter NaHCO3-Losung and 1 ccm 10%-iger 
KJ Losung versetzt, danach mit 1 ccm 0.5% 
Starkelosung, zuletzt mit Wasser bis zu 50 ccm

Fig. 1 Perjodat-Verbrauch von Ovalbumin.
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gefiillt. Der dabei entstandene Farbenton wurde

enter Anwendung von Filter 570 mμhestimmt.

Differenz der Daten fur Blindprobe bezeigt Per-

jodat-Verbrauch. Die dabei gefundenen Erge-
bnisse sind wie folgende : 

Wie man aus der Figur erkennt, ging die Oxy-
dation anfangs bis zur 20 MjM Ovalbumin ver-
haltnismassig schnell vor sich, es bedurfte aber 
,eines Tages, um 30m von Perjodat zu verbrauchen. 
Diese Ziffer zeigt also, dass die von Perjodat 
oxydierte Stelle durchschnittlich bei Ovalbumin
im Verhaltnis von l Stelle pro 12～13 Amino一

saurereste steht, wenn die Summe der Amino-
saurereste in Ovalbumin als 402 angenommen 
wird8). 

(B). Zur Darstellung von Oxy.-Ovalbumin 
wurde folgendes Verfahren angewandt. Zu 200 
ccm von Ovalbuminlosung (5.5 mg/ccm) wurden 
je 4.5 ccm (a), 9 ccm (b) and 13.5 ccm (c) von 0.1 
w NaIO4 Losung zugesetzt, and these Gemische 
wurden 15 Stunden lang in der Zimmertemperatur
(12°)gelassen. Nachdem so gestanden, zeigten

die Reaktionsgemische pH 6.6～6.8 and enthielten

kein Perjodat ausser (c). Hierzu wurden gesat-
tigte Ammoniumsulfatlosungen in folgenden Raten

versetzt, um oxydiertes Ovalbumin niederzuschl-
agen. 

(a) 1 ccm Losung : 2.3 ccm (NH4)2SO4-Losung 
(b) ":2.0„"
(c) ":1.6"
Jeder Niederschlag wurde in Wasser gelost and 

mit Ammoniumsulfat wieder behandelt. Die 
Umlosung wurde so oft wiederholt, bis Jodver-
bindung nicht mehr erkennbar war. Die was-
serigen Probelosungen wurden zuletzt zu pH
5.35.5zubereitet, mit Ammoniumsulfat versetzt,

bis sich eine kaum bemerkbare Triibung zeigte, 

and so gelassen, um die oxydierten Proben zu 
fallen. 

Jede Probe der erhaltenen Oxy.-Ovalbumine ist 
anscheinend mit Ovalbumin ganz ahnlich. 

II. Veranderung in Zusammensetzung in-
folge der Oxydation. An den oben erwahnten 
oxyproben wurden Aminosauren bestimmt, welche 
erwarten liessen, vermutlich oxydative Zersetzung 
zu erleiden. So wie es ist, unmittelbar oder nach 

Hydrolyse mittels Sauren oder Baryta wurde 
Aminosaure-bestimmung nach verchiedenem Ver-
fahren and mutatis mutandis verrichtet. Die 
Resultate sind in der Tafel I zusammengestellt.

TABELLE I 

VERANDERUNG IN ZUSAMMENSETZUNG INFOLGE DER OXYDATION

Das Zeichen* zeigt v.H. von zuriickbleibenden.

Zur Eiweissbestimmung wandten wir nicht 
Ninhydrin, sondern Biuret-Reaktion an, weil 
Oxyprobe mit jenem sich nicht farbte. 

Tryptophan wurde nach photokolorimetrischem
Verfahren(Filter 530 mμ)bestimmt, unter An-

wendung von Farbreaktion, welche aus Tryptophan 

and Vanillin im Gegenwart von Schwefelsaure 
entsteht.9) 

Wie sich aus der obigen Tafel erhellt, lasst 

sich Tryptophan schon in friiher Stufe der 
Reaktion beinahe zersetzen.

Sulfhydryl-Gruppe wurde nach Ferricyanid-
Methode bestimmt10). Es wurde erkannt, 
dass die Gruppe-SH auch anfangs angegriffen 
wurde. Dagegen ist Cystin fast unverandert 
zuruckgeblieben. Ausserdem lasst sich ver-
muten, dass ein Teil von Cystein durch 
Perjodat zum Cystin oxydiert wurde. Haare, 
die zum Nachschlage mit sehr uberschussigem 
NaIO4 monatelang durchdringend oxydiert 
wurden, hatten aber nach Hydrolyse nur 
Spur von Cystin. 

Arginin erlitt wenig Veranderung. Dies 
wurde unmittelbar bestimmt, mit Hilfe der
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Sakaguchi'schen Reaktion11) 
Tyrosin litt durch solch eine Oxydation 

keine erkennbare Veranderung. 
Oxyprolin, welches bei Gelatine in Frage 

steht12), zeigte keine merkbare Zersetzung. 

Zusammenfassung 

Ovalbumin wurde durch Perjodat in ver-

schiedenem Grade oxydiert, ohne zu koaguli-
eren. 

Oxydiertes Ovalbumin enthielt nicht mehr 
Cystein and Tryptophan, aber Tyrosin, 
Histidin and Cystin blieben noch meistenteil 
zuriick. 

Aus dent Institut fur biologische Chemie 
der landwirtschaftlichen Hochschule 
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