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15. Fritz Micheel: Zur Kenntnis der Schlangengifte (IX. Mitteil.")). 
thus d Organ ilbteilung d Chem Instituts (1 Universitat Munster i \t7 ' 

(P;ingegmgeii am 12. Dezember 1938 ) 

Man pflegt die bekannten schwefelhaltigen Bausteine von EiweiR- 
stoffen nach deren totaler Hydrolyse mit Sauren zu bestiniinenl). Wird 
die Hydrolyse mit nicht reduzierender Saure (Salzsaure, Schwefelsanre oder 
Salzsaure-Anieisensa~rez)) vorgenommen, so finden sich irn Hydrolysat 
Cystin und Methionin, wahrend bei der reduzierenden Hydrolyse 3, (mit 
Jodwasserstoff) Cystein und Hoinocystein-lacton gefunden werden. Die 
Bestirnmung des Cystins erfolgt meist nach den ublichen colorimetrischen 
Methoden, m d  man hat vielfach geschlossenz) 4), da13 das gesainte gefundene 
Cystin auch in dieser Form im nativen EiweiR vorliegt, und daraus weiterhin 
wichtige Schlu13folgerungen zu ziehen versucht Insbesondere wird dabei 
von , , S c hw e f e 1 b il;? n zv e r su che n' ' Gebrauch geniacht . Man bestimmt 
den Schwefelgehalt des betreffenden EiweiBstoffes durch Elementaranalyse 
and  vergleicht rnit dieseni Werte die nach der totalen Hydrolyse gefundenen 
Werte fur das Cystin und Methionin. Stimmen diese Werte iiberein, so wird 
angenomnien, daB der gesarnte Schwefel des betreffenden EiweiBstoffes 
als Cystin bzw. Methionin vorliegtz) 4). Besondere Beachtung muB dabei 
den nicht unerheblichen Fehlergrenzen der betreffenden Methoden geschenkt 
werden, leicht kann wenig Methionin neben vie1 Cystin ubersehen werden"). 

Wie schon in der vorigen Mitteilung ausgefuhrt wurde, wird bei der- 
artigen ,,Bilanzversuchen" jedoch anscheinend nicht beachtet 'j), daR auch 
bei der Bindung von Cysteinresten in folgender Art: 

jR. S CH, . CH (XI%,) . CO - f K O R  + HS. CH,. CH (NFF,) . COOH, 

wobei R ein dmch SBure hydrolysierbaier Rest ist, im Falle dey Hydrolyse 
init Jodwasserstoff Cy-stein entsteht und im Falle der Hydrolyse mit anderen 
Sauren zunachst ebenfalls Cystein, das unter den Bedingungen der Hydrolyse 
durch Dehydrierung in Cystin oder andere Oxydationsprodukte iibergehen 
kann. Wie sich zeigte, ist Cystein in der zur Hydrolyse mit EiweiBstoffen 
verwandten verhaltnisma13ig konzentrierten Saure gegen Oxydation bei der 
hohen Temperatur der Hydrolyse nicht bestandig7). Losungen von Cystein- 
hydrochlorid, in Salzsaure-Ameisensaure, unter den Bedingungen der EiweiR- 
Hydrolyse erhitzt, verlieren beim Durchleiten von Luft oder besser Sauer- 

*) VIII. Mitteil.: 11. 71, 2653 [1938]. 
I )  Neuere Beispiele: Insulin (Miller u. du Vigneaud,  Journ. biol. Chem. 118, 101 

L1937j); EiweiB-Komponente des gelben Ferments ( K u h n  u. Desnuel le ,  R .  7 0 ,  1907 
]:1937]); Schlarigengifte ( S l o t t a  u. Mitarbb., B. 71, 1082, 1623 '19381). 

2, Miller u. du Vigneaud,  1. c.  
3, B i r n s t e i n ,  Jcurn. biol. Chem. 106, 453 [1934j. 
4, S l o t t a  u. Mitarbb., 1. c. 5 j  Miller u. d u  Vigneaiid, 1. c.,  S. 109. 
6, Vergl. jedoch eirie Warnung von Lugg (Riochem. Journ. 27, 1023 [1933j), der, 

allerdings bei Gegenwart sehr groljer Mengen ron Kohlenhydraten, bedeutende Verlmte 
an  Cystein feststellte. 

7, Die bisherigen Versuche uinfassen nur eirie qualitative (nicht quantitative) 
Prufung in Luft oder reinem Sauerstoff unter den in1 Versuchsteil angegebenen Redin. 
gungen (48 Stdn. Dauer). 
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stoff nach einiger Zeit die Tliiol-Reaktion8). Setzt man ferner zu EiweiG- 
Hydroiysen (zur Verwendung gelangten verschiedene Eraparate von Serurn- 
a.l'uuniiri, Eieralbumin, Casein und Gift von Naja tripndians) Cystein-hydro- 
chloIid (1--3O/') zu, so ist je Each Art und Menge des verwandten Eiweifies 
in etwa 12---48 Stdn. unter den Bedingungen der Hydrolpse ein Verschwinden 
der Thiolreaktion festzustellen, falls nicht fur AusschluB von Smerstoff 
gesorgt wird. 

Wie die Versuche zeigen, miissen also Thiolverbindungen (Cystein), 
die nach obiger Gleichung bei der EiweiB-Hydrolyse entstehen, bei den bis- 
herigen Bestiminungsmethoden als Disulfid gefunden werden, sofern nicht 
uberhaupt tiefergehende Zersetzung eintritt. 

Nimmt man jedoch gleichart ige Hydrolysen unter Zusatz von Cystein- 
hydrochlorid in re inem CO, vor, so ist auch in 48--65 Stdn. qualitativ ein 
Verschwinden des zugesetzten Cysteins nicht festzustellen9). 

Es wurden nun, nachdem diese E'eststellungen iiber das Verhalten von 
Cystein bei AusschluR von Sauerstoff vorlagen, Versuche gemacht, ob u. U. 
he i  der  anaeroben  Hydrolyse  von  Eiweil3 u n d  Schlangengi f t  
a u f t r e t e n d e  SH-Gruppen nachzuweisen sindlO). Diese Versuche fiihrten 
im Falle des Giftes der Naja tripudians zu einem e indeut ig  pos i t i ven  
Ergebnis. Hydrolysiert man dieses Gift mit Salzsaure-Ameisensaure in der 
iiblichen Art (s. Versuchsteil), so ist nach 24 Stdn. durch die Nitroprussid- 
Reaktion und die Reaktion mit Phosphorwoiframsaure ( p ~  5.2) freies Thiol mit 
S icherhe i t  festzusteilen. Dies Thiol kann nicht aus einer Hydrolyse von 
Methionin oder Cystin entstanden sein, da beide Stoffe unter den Bedin- 
gungen der Hydrolyse, wie gesonderte Versuche zeigten, nicht zur Bildung 
von Thiol AnlaB geben. Bs mu0 also nach diesen Befunden damit gerechnet 
werden, daB im Neurotoxin der Naja tripudians ein Teil des Schwefels in 
einer hydrolysierbaren Gruppierung vorliegt : R.  S . CH,- oder allgemeiner 
R .S. R', wobei R ein durch Same hydrolysierbarer Rest ist. Quantitative 
Versuche miissen dariiber Auskunft geben, in welchem Umfange dies der 
Pall ist, und ob diese Gruppierung mit der durch Sulfit aufspaltbaren der 
aktiven Gruppe 11) identisch ist. Zunachst sagen die jetzigen Refunde noch 
nichts dariiber. 

8) Dabei scheinen noch unbekannte katalytische llinfliisse (Fe ?) eine Kolle ZLI 

spielen : niit Ameisensaure (zur Analyse, Merck) geht die Osydation von Cystein allein 
vie1 schneller als mit einer im Vak. destillierten Ameisensgure (de FIaeii rein). Diese 
Unterschiede treten jedoch n i c h t  auf, sohald bei der Reaktion f3ineiB zugegen ist. 

y, Ob ein Teil des zugesetzten Cysteins ailf Kosten von Abbauprodukten des EiweiBes 
deliydriert wird, dariiber lassen die bisherigen Versuche keine eindcutigen Schliisse zu. 
Sach den 13efundeu von J,ugg, Hiochem. Journ. 27, 1023 [lo33 ist hei Gegenwart 
groUer Mengeri von Kohlenhydrat und EiweiW3bbanprodukten n starkrn Verlusten 
an Cystein zii rechnen (Erhitzen iIn Rombenrohr auf 100°). 

lo) Nach iilteren I3rgebnissen sol1 bei der Hydrolyse yon Eiu-eiW-Stoffen nur Cystin, 
kein Cystein entstehen; vergl, P l a t t e n ,  Ztschr. physiol. Cheni. 39, 350 [1903]; Morner ,  
Ztschr. physiol. Chem. 34, 207 j19011, 11. a , ;  liingegen kcmmen Mirsky u. Ansori 
(Jourri. #en. I'hysiol. 18, 307 451, 559 j1936l) zu dem Ergebnis, 
daIJ auch einige nicht dtnaturie Thiol-Gruppen cnthalten. (Ss konnte 
sich dabei jedoch um andere reduzierende Stoffe handeln, z. 13. beim Protein tier Krystall- 
lime um Ascorbinsiiure.) Vergl. dagegen T o d r i c k  u.  W a l k e r ,  Biocliern. Jnurn, 31, 
292 [1937j. 11)  s. die Mitteil. VII (R.  71, 2653 :1038]) tind friihere clariiber. 
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Beinerkenswert ist, daB auch andere BiweiQstoffe (untersucht wurden 
bisher kryst. Eieralbumin und Casein) bei der Hydrolyse unter anaeroben 
Bedingungen zu einer Substanz fiihren, die Phosphor~olfrainsaure reduziert, 
wenn auch in vie1 schwacherem NaBe als beim Cobra-Neurotoxin. Bisher 
gelang es jedoch nich t , bei solchen Hydrolysaten eine positive Nitroprussid- 
Reaktion zu erhalteii. l)a die Reduktion voii Phosphorwolframsaiure auch 
durch andere Stoffe als l'hiol erfoigen kannlz)), so ist daniit bisher das Auf- 
treten von Thiol bei der Hydrolyse der genannten EiweirJstoffe n ich t  
nachgew iesen. 

Fur die Eriiiittlring der schwefelhaliigen Komponenten ini 13iweiI3 
ergibt sich also, daB aus der Hestiinmung des Cystins im Mydrolysat von 
Eiw-eifi oder eiweiflartigen Prodnkten nach den hisherigen Nethoden noch 
nicht auf das ausschliefiliche Vorliegen von Cystingruppen in den beheffenden 
Naturstoffen geschlossen werden darf. Lassen sich in solchen Stoffen auf 
anderem Wege S .S-Bindungen nachweisen, etma dul-ch Rediiktion mit 
Thid-veerhindungen (Auftreten von SH-Gruppen, lnaktivierung beiin 
Insulin) oder climb Spaltung  mi'^ Sulfit nach dem von Clarke 1 3 )  gefundenen 
Reaktionsmechanisiilus (Auftreten van SH- und. S-.SO,K) , so kanii man 
auf das Vorliegen r o n  S .S-Gruppen in den nativen Stoffen schlieflen. Jedoch 
ist damit zunaclrst niclits dariiber gesagt, inwieweit neben diesen audi eirie 
Bindung von Cysteinresteri ini oben angegehenen Sinne v orkomtnt. Dies 
trifft insbesondere auf die Bindung des Schwefels irri  Cobra-Eeurotoxin zii. 
WGhrend die neurotoxische Koniponente von Crotahis( Klappersch1angen)- 
Arten, wie die Inalrtivierimg dumb Reduktion niit Cystein zeigtI4), wahr- 
scheiiilich in der aktii-en Gruppe S.S-Bindungen eIItliiilt, ist dies bei der 
aktiven Gruppe des Cobra-Neurotoxins auf Grund von dessen Verhalien 
gegeniiber Cystein lind Sulfit nicht der Fall15). In einem gewissen Wider- 
spruch dazu scl-iienen Versuche iiber die Schwefelbilanz cles Cobragiftes z11 
stehenl6). \Vie 'die obigen Befunde und Ausfiihrmgen zeigen, ist dies jedoch 
nicht der Fall, abgesehen davon, dali schon die Fehlergrenzen derartiger 
,,Bilanz"-Versuche rlurchaits das Vorliegen kleiiier Mengen andersartig 
gebundenen Schwefels zulassen. Es ist beabsichtigt, die beschriebenen 
Ergebnisse, die sich zun~chst nur auf qualitative Errnitthingen stiitzen, 
durch quantitatitie Messungen zu erganzen. 

Fur die vorstehenden Untersucliimgen staiiclen hlittel deer Den t  sche n 
1:orschungsgetneinschaft und der E'irma C. I:. Hoehr inger  11. S i i l l n e  
ziir Verfiiging, deneii auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 

Die Versuch e wer den j edoch f ortgesetzt . 

Anm. 13. d. Korrektur (20. 12. 38). 
Hei Ahsendung dicser ilrbeit (11. 12. 38) u-arcu neuere Arbeiteii vou K assel l  und 

B r a n d  (Journ. hiol. Chern. 125, 115, 131, 145, 43.5 j1938j) tiocli niclit hek:rnilt, da dic 
l k f t e  der RBride 123, 124 und 125 des Journ. bid.  Cheni. erst urn 1.5. 12. 38 hei der T'ni- 

12)  Viellcicht %crsctzuiigsyroduktc der Kohleiiliyc~ratkonipnne~itc a7is 15ic~r;tlI~ninin. 
IJ) Joiirn. bioi. Chem. 97, 235 !1032]. 

S l o t t a  u. P r a e n l i e l - C o n r a t ,  13. 71,  264 T1938j; 3Iicl ier l  11. Schiu i tz ,  

15) Michce! 11. S c h n i i t z ,  1:. 71, 70.3, 1446 119381; M i c h e e l  11. R o d e ,  Naturwiss. 

lti) Am nativen Gift der Naja tripudians, S l o t t a ,  P o r s t e r  u. l"r : tcnkel-Conrat ,  

R.  71, 703 r i m ! .  

26, 289 11938]; 13. 71, 26.53 119331. 

B. 71, 1623 11938:. 
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oersitatsbibliothek Miinster eingegangen siiid und am 16. 1 2 ,  38 zu erhalten waren. Die 
genannten Autoren h b e n  cbcnfnlls EiweiW-Hydrolysen unter inerten Gasen (N, u. CO,) 
ausgefiihrt und Bestimmungen der schm-efclhaltigen Bausteirie gemacht. Soweit sie 
sich mit den gleicheii Eiweifistoffen \vie in dieser Arbeit beschaftigen, stehen ihre He- 
obachtungen in 'iibereinstimmung mit den hier und in einer noch folgenden Arbeit ZLI 

beschreibenden. 

Beschreibung der Versuche. 
Zur Verwendung gelangten Cystein-hydrochlorid (rein, z. Anal.), Seruin- 

albumin (kryst., d a m  elektrodialysiert), Eieralbumin (kryst.), Casein (nach 
Hammars t en )  und Gift der Naja tripudians. Die Anieisensaure war ana- 
lyzenrein (98--100-proz.) (Merck, z. Analyse oder de H a e n  rein, im Vak. 
dest.) und die Salzsaure 38-prozentig. 

Versu che uber  die Bes t and igke i t  v o n  Cystein.  
Die Reaktionen wurden in Schliffkiilbchen mit Laftkiihler ausgefiihrt : 

zu den in der 'l'afel angegebecen Nengen Cystein-hydrochlorid u n d  EiweiC- 
stoff anrcle eire Rlischung yon 5.8 ccm konz. Salzsaure und 6.2 ccm Ameisen- 
saure gegeben 17) iind die I,osung im Glycerinbade (Radtemperatur 120-135") 
zuin Siedeii erliitzt. Gegebenenfalls wurde Sauerstoff oder luftfreies Kohlen- 
dioxyd durcb den Kolben geleitet. Zur Priifucg auf Tliiol murden kleine 
Proben (0.5-1 ccm) entnominen und unter E:iskiihliing nlit Ammoniak 
alkalisch gemacht. Sodann wtrrden die eiskalten Losnngen niit Nitro- 
prussidnatrium in bekannter IVeise gepidft. Kontrollversuche zeigten, da13 
die Xmmoniurnsalze die Rezktion r,icht storten. War die Reaktionszeit 

Ver- 
such 
Nr. 
- 

21 
25 
26 
29 
44 
12  
13 
14- 
16 
18  
30 
27 
28 

Cystein-hydro- 
chlorid 

(ma) 

5.1118) 

4.92918) 
5.111 19) 

5.1 2 4 1 9 )  

5.0") 
2.551 21) 

2.684 
2.626 
2.654 
2.581 
j.161 
2.505 
1.634 

- 

- 

~- 

102.2 (Serumalbumin) 
104.2 (Eieralbumin) 
67.2 (Eieralbumin) 

102.4 (Casein) 
105 (Casein) 
107.5 (I$ieralhumin) 
200.1 (Eieralbumin) 
151.6 (Naja tripudians) 

T hiol-Reaktion 
nach Stunden 

6 1 2  24 48 

+ + - - .  
+ -t -t- + 
. + - .  

-1- + + . 
+ + + - -  
4- . (4.) -- - 

+ . (+) ~- + + (t) -- 
-1. , _. 

+ .  - 
t . t +  
f . + +  

~. 3- . 

Saucrstoff 

K,uft 

Sauerstoff 

CO 2 

Miller LI. d u  Vigncaud,  Journ. hid.  Chem. 118, 101 11937.1. 
hmeiseiisaure Mer  ck ,  z. Analyse mit Garantieschein. 

20-proz. SalzsHure ohne AmeisensLure. 
19) Ameisensaure de Haen  rein, im Vak. destilliert. 

2 1 )  Fur die Reaktion bei Gegenwnrt van EiweiI3 war die Qualitat der -4meisensHure 
ohne Bedeutung. 
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abgdaufen, so wurde im Vak. eingedampft und am Abdampfriickstand der 
Befund der letzten Probe kontrolliert 22). Eine i;’bersicht einer Reihe von 
Versuchen wird in der Tafel gegeben. Darin bedeutet: + positiv; -ne- 
gativ; (+) schwach positiv (eben noch erkennbar); . nicht gepriift. Sauer- 
stoff oder CO, wurden in langsamem Strome zunachst 1-2 Stdn. durch die 
kalte Fliissigkeit geleitet, sodann wurde im Gasstroni erhitzt wie iiblich. 
Bei den Versuchen in Luft wurde ohne hesondere VorsichtsmaBnalimen 
im Kolben mit offnem Steigrohr erhitzt. 

Hydrolysen  un te r  AusschluB von  Sauerstoff .  
Gif t  der  Na ja  t r ipudians .  

150 mg Gift warden in 5.8 ccm konz. 12-12. HCl und 6.2 ccm Ameisen- 
sau re  (Merck z. Anal.) im Glycerinbad (120-135O) zum Sieden erhitzt. 
Gleichzeitig wurde ein luftfreier C0,-Strom hindurchgeleitet. Nach 6 Stdn. 
wurden 5 ccm der Losung im Vakuum (unter CO,) eingedampft, mit 3 ccm 
Wasser (C0,-gesattigt) aufgenommen, niit Talk entfarbt und auf Thiol 
gepruft. 1 ccm der Losung wurde mit konz. 13-n. Ammoniak versetzt und 
mit Nitroprussidnatrium gepriift : negativ. 1 ccrn wurde mit 2 ccm Acetat- 
Puffer auf pH 5.2 gebracht und mit Phosphorwolframsaure (nach Fol in)  
versetzt : deutliche Blaufarbung. Nach insgesamt 24-stdg. Hydrolyse 
wurden die restlichen etwa 6-7ccm des Ansatzes im Vak. abgedampft 
und gepruft wie beschrieben : Reaktion mit Nitroprussidnatrium positiv, 
niit Phosphorwolframsaure stark positiv. 

EiweiBstof f e. 
150mg kryst. Biera lbumin  wurden in der gleichen Weise, wie beim 

Gift der Naja tripudians angegeben, hydrolysiert und gepriift. Nach 15 Stdn. 
war die Probe mit Phosphorwolframsaure schwach positiv, die Nitroprussid- 
Probe negativ. 

250mg Casein (nach Hammars ten)  wurden in der gleichen Weise, 
wie oben beschrieben, hydrolysiert und gepriift. Die Phosphorwolframsaure- 
Probe war nach 24 und 48 Stdn. schwach positiv, die Nitroprussid-Reaktion 
in beiden Fallen negativ. 

Ebenso waren die Ergebnisse nach 41 Stdn. 

Met h i on i n. 
5 mg d,l-Methionin wurden in 5.8 ccm konz. 12-n.HC1 und 6.2 ccni 

Smeisensaure (Merck z. Anal.) wie hei den vorigen Versuchen behandelt. 
Nach 22 Stdn. und nach 48 Stdn. war die Priifung auf Thiol negativ. 

Cyst in .  
5 mg Cys t in ,  wie beim vorigen Versuch hehandelt, gaben keine SH- 

Reaktion. 

z2) Da die Losungen aus EiweiBhydrolysen eine gelb-braune Farbe zeigten (auch 
die unter CO, erhaltenen, wenn auch eine schwichere), so wurde gegebenenfalls nach dem 
Abdampfen und Wiederaufnehmen mit Talk entfarbt . 




