
69. Fritz Micheel: uber die Bildung von Thiol-Gruppen bei der 
Hydrolyse von Schlangengiften und Eiweirjstoffen (Schlangengifte, 

X. Mitteil.). 
[Aus d. Organ. rlbteil. d. Chetn. Instituts cl. Cniversitiit Mulister in \l'estf.[i 

(Eingegangen ani 24. J anuar 1939.) 

Wie in der vorigeri Mitteilung]) gezeigt wurde, entsteht bei der Hydrolyse 
von Gift der Naja tripudians (indische Kobra) in sauerstoff-freier Atmosphare 
ein Stoff mit freier Thiolgruppe (Nachweis durch die Reaktion mit Nitro- 
prussidnatriuni und mit Phosphorwolframsaure) . Ferner hatte sich ergeben, 
daB aus anderen vergleichsweise untersuchten EiweiQstoffen ebenfalls ein 
Stoff erhalten wird, der Phosphorwolframsaure reduziert, wahrend Thiol 
rnit ru'itroprussidiiatriuni seinerzeit nicht nachgewiesen werden konnte. 
obwohl dies unter Beriicksichtigung der Enipfindlichkeitsgrenzen beider 
Reaktionen zii erwarten war (s. Versuchsteil) . Die weitere Uiitersuchung 
inehrerer EiweiQstoffe und Schlangengifte und die vergleichsweise Rehandlung 
von Aminosauren unter denselben Bedingungen wie bei der EiweiBhydrolyse, 
hat zu einer gem-issen Klarung der X'erhaltnisse gefiihrt. 

M e  untersuchten ISiweiQstoffe und Schlangengifte (Eieralbuniin, Casein, 
Edestin, Gifte von Xaja tripudians, Crotalus atrox, Rothrops jararaca und 
Bothrops alterriata) reduzieren nach der Hydrolyse iriit Ameisensaure-Salz- 
saure in1 sauerstoff-freien Kohlensiiurestrom Phosphorwolfranisaure (bei 
pH 5.2) kraftig. Die Reaktion rnit Nitroprussidnatrium war nur heim Gift 
von Naja tripudians stark, wahrend sie bei den ubrigen Stoffen z. Tl. schwach, 
z. "1. sehr schwach2) war uiid in bezug auf ihre Starke nicht der Phosphor- 
wolframsaure-Reaktion entsprach3j (unter Beriicksichtigung der beiderseitigen 
Enipfindlichkeitsgrenzen) . Vergleicht man beim Gift der Xaja tripudians die 
Reaktionen des nicht dialysierenden, fast inaktiren Begleit-Eia-eif3es niit 
denen des durch Cellophan dialysierenden Neurotoxins, so fallt bei letztereni 
die intensivere Nitroprussid-Reaktion auf. Dies ware im Sinne der in der 
vorigen Mitteilung4) ge8uBerten Ansicht iiher die Bindung eines Teils des 
Schwefels in der neurotosischen Gruppe verstandlich. 

Ini Yergleich zu den Hydrolysen der oben angefiihrteri Stoffe wurden 
einige Aniinosauren, und zwar I -Cyst in ,  Glykokol l  und d,  1-Alanin der 
Einwirkung van Snieisensaure-Salzsiiure unter den Bedingungen der Hydrolj-se 
unterworfen (CO,-A%tmosphare). Auch aus dieseii Aminosauren bilden sich 
Substanzen, die Phosphorwolframsaure bei pa 5.2 reduzieren. DalS im Falle 
des Cystins daneben auch 'l'hiol entsteht, das z. T I .  fur diese Reaktion ver- 
antwortlich ist, folgt a m  einer. im Yerhaltnis zur Phosphorwolfranisaure- 

I )  IX. Mitteil., I i .  72, 68 j1939). 
z,  Beim I'destin-EIydrolysat war die Nitroprussid-Iieaktiorl kraftigrr als hei den 

anderen hydrolysierten EiweiWstoffeii. Vergl. das besondere Verhalten des Bdestins beim 
Versuch zur quaiititativen Hestimniung del- S-Bnusteine: K assel 11. 13 r a n d ,  Journ. 
biol. Chetn. 125, 43.5 [1938;. 

") Wegen der TJnbcstSndigkeit cler Nitrol,rllssicl-Keaktiorl, die hei ( kgcncvart von 
ICiweilJhydrolysat nocii vcrgrii Bert wvirct, sind c;~laiititativ-zahlet~lniiBijif \'ergleiche zu- 
niichst nicht ni6,zlicli. ') 1%. i 2 ,  OX 103'1 . 
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Keaktion jedoch schwachen, Nitroprussid-Reaktion5) . I>as Auftreten von 
wenig Thiol aus groBeren Mengen Cystin unter den Bedingungen der Biweil3- 
hydrolyse laBt es nioglich erscheinen, dal3 die thiolhaltigen Substanzen aller 
untersuchten Stoffe z. Tl. oder ganz ails S-S-Bindungen entstanden sind, 
wenn auch beim Neurotoxin letzteres mit Riicksicht auf das sonstige Yerhalten 
seines Schwefels und die Intensitat der Thiolreaktion unwahrscheinlich ist . 

Was die aus EiweiBstoffen entstehenden, Phosphorwolfranisaure redu- 
zierenden Substanzen betrifft, so unterscheiden sie sich vom Cystein durch 
ihre groBere Widerstandsfahigkeit gegeniiber Oxydation mit Luftsauerstoff 
unter den Bedingungen der Hydrolyse. In  der vorigen Mitteilung wurde 
gezeigt , daB Cystein unter diesen Verhaltnissen zienilich rasch und 17011- 
standig oxydiert wird. Anders diese Substanzen : Hydrolysen von BiweiQ- 
stoffen unter Sauerstoff reduzieren, auch nach langer als 30 Stdn. noch 
Phosphorwolframsaure, wenn auch nur schwach, also unter Bedingungen, 
bei denen Cystein vollstandig oxydiert ist. Die Bildung einer Phosphorwolfram- 
saure reduzierenden nicht thiolhaltigen Substanz aus den angefiihrten GiweiB- 
arten und Aminosauren erscheint also als gesichert. Dies ist von Wichtigkeit 
fur die Auswertung der Cystin- und Cysteinbestimmungen nach der Methode 
von Fol in ,  die heute zu den am ineisten angewandten gehort. Wahrend auf 
der einen Seite bei der iiblichen Art der Ausfuhrung der Eiweil3hydrolyse 
(Luft-Zutritt) Thiolverbindungen oxydiert oder anderweitig verandert werden, 
werden umgekehrt durch das Auftreten der unbekannten reduzierenden 
Substanzen mehr schwefelhaltige Gruppen gefunden als vorhanden sind. 
Dies ist z. B. auch in den Fallen zu berucksichtigen, wo es sich um den Nach- 
weis von SH-Gruppen in denaturiertem EiweiB handelt 6) .  

In  welchem MaBe die gefundenen Werte fur die schwefelhaltigen Bau- 
steine in den verschiedenen EiweiBstoffen durch die in dieser und der vorigen 
Mitteil. beschriebenen Reaktionen beeinflu& werden, ist zunachst schwer zu 
sagen. Die bedeutenden Differenzen, die zwischen den nach verschiedenen 
Methoden bestimmten Cystinwerten von Eiweilistoffen’) gefunden werden. 
mogen z. T1. ihre Erklarung darin finden. 

Uher quantitative Versuche an Schlangengiften, die in dieser Richtung 
liegen. sol1 demnachst herichtet werden. 

Die Deutsche  Forschungsgemeinschaf t  utid die Fa. C. E‘. 
Boehringer  u. Soehne  haben die Untersuchnngen durch Rereitstellung 
von Nittelu in dankenswerter Weise gefordert. 

Beschreibung der Versuche. 
Zur Sachprufiing tier T:mpfiiidlichkeitsgrerize~i des Thiolnachweises niit l’hosphor- 

u-olfranisiiure unrl niit iL’itroprussitlnatriuni wurden die ~renzkonzentrationen an Cysteirr - 
hydrochlorid eriiiittelt, die init i d l e r  Sicherheit zii erkennen wnren. 

Als 1,osungt.n gelnngteri zur An\\-endung: C~steiii-hpdrochlorid (1 :lo*) in CO,-ge- 
sattigtem IVnsser. -1cetatpnffcr ( ~ J I  5 .2) .  Phosphorwolfranis8urc nacii Pol in ,  2-ti 

5) Die SitroI,russin-Iienktioxi war. wie ixi der vorigen Mitteil. lmchriebexi, hei IIydro- 
Iyse ron ctwva 5 nig Cpstin n e g a t i v ,  llei c.tii7-a 30 In:: (s. \-ersuchsteil) jetloch pos i t iv .  
Uber Zersetzung von Cpstinlosungen s. auch S h i n o h a r a  11. K i l p n t r i c k ,  Joiirn. hiol. 

‘?) %. I:. 1)ci N i r s k y  11. Anson, Journ. gen. I’hysiot. 18, 304 ;1935,; 19, 427, 451, 

7 ~usanitiieristellung z. I<.  die Tafel St, S. 133 iti J .  1,loyd 11, -1. Shore ,  Cheiiiistry 

10341: R o i i t h .  Jourii. biol. Cheni. 126, 147 [1938]. 

559 j1936;. 

of the Proteins, 11. A d . ,  J,otidon 1‘138. 
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hmnionchlorid-I,osung, 13-'n. arnmoniak-losung, rtwa 5-proz., frisch hereitete Nitro- 
prussidnatrium-Losung uncl iriit CO, gesattigtes Wasscr, Die gewiinschten Cystein- 
Konzentrationen wurden durch Verd. mit Wasser bzw. den Puffer- und Reagens-Losungern 
erhalten. Das Gesamtvolumen der zu priifenden Losung hetrug jedesmal 3 ccni. Im Falle 
der Priifung init Nitroprussidnatriuni wird am besten die Amnioniaklosung zu der init 
wenig Nitroprussidnatriurn-Losung versetzten schwach sauren Priiflosung vorsichtig zu- 
flieBen gelassen. Konzentrationen von 1 : lo5 lieRen sich rnit der Nitroprussid-Reaktion 
eindeutig erkennen. Bei geringeren Konzentrationen sind die Befunde unsicher. Re- 
nierkenswert ist, daB die Farbe hei Gegenwart von ZiweiB-Hydrolysat (z. B. Znsatz von 
Gelatine-Hydrolysat) u-esentlich schneller (in wenigen Sek.) verblaRt. Vielleicht handelt 
es sich uin katalytische Einfliisse. Bei der Priifung von EiweiB-Hydrolysaten stort ferner 
die hgufig auch mit Talk nicht zu entfernende Eigenfarhe etwas. 

Die Reaktion niit Phosphorwolframsaure erreichte den gleichen Grad an Sicherheit 
hei einer Verdiinnung des Cysteins von 0.5 : lo5. Aber auch hei geringeren Konzentrationen 
a n  Cystein trat allmahlich noch einc schwache Rlaufarhnng eiu. 

Hydrolysen.  
Die zu untersuchende Substanz wurde, wie in der vorigen Mitteil. be- 

schrieben, in 6.2 ccm reiner Ameisensaure und 5.8 ccm rauchender Sa lz-  
s a u  r e (bei grofieren Substanzmengen wurde das Uoppelte genommen), die 
vorher durch 1- bis 2-stdg. Durchleiten mit reinem CO, gesattigt worden 
waren, zum Sieden erhitzt (Glycerinbad 120-135O) und gleichzeitig CO, 
durchgeleitet. Die schwefelarmen Eiweil3stoffe gelangten bei einigen Versuchen 
in entsprechend grofieren Mengen zur Anwendung als die schwefelreicheren. 
Dies erwies sich jedoch z. B. beim Edestin als nicht notwendig. Die Mengen 
je Versuch waren folgende: Gif te  von N a j a  t r i p u d i a n s  100-150 mg, 
von Crota lus  a t r o x  150 mg, von Bo th rops  a l t e r n a t a  150 mg, von 
Hothrops  j a r a r a c a  100 mg; gereinigtes Neuro tox in  der N a j a  t r i -  
p u d i a n s  150 mg; nicht dialysierendes Begleiteiweilj aus Gif t  von N a j a  
t r i p u d i a n s  150 mg; Eiera lbuni in  (kryst.) 150-500 mg; Casein 150 bis 
500 mg; E d e s t i n  150 mg, Cys t in  5-30 mg. Zur Priifung wurde nach etwa 
18 und 30 Stdn. je die Halfte der 1,osung unter CO, eingedampft, der Riickstand 
in 3 ccm Wasser gelost, zur Entfarbung mit Talks) behandelt, und je 1 ccm 
init Phosphorwolframsaure (Folin) und Nitroprussidnatrium in iiblicher 
Weise untersucht. Die Folinsche Probe war bei allen untersuchten Giften 
und EiweiBstoffen besonders nach 30-stdg. Hydrolyse kraftig, bei Verwendung 
von 30 nig Cystin ebenfalls, wenn auch schwacher. Die Nitroprussid-Reaktion 
war am starksten beim Gift und Neurotoxin der Naja tripudians, schwacher 
beim Edestin; schwach, aber einwandfrei bei den iibrigen EiweiBstoffen 
(bei Venvendung der groBten, oben angegebenen Mengen davon) und beim 
Cystin (30 mg). Bei der Hydrolyse von Eiweifistoffen im Sauerstoffstrome, 
also unter Bedingungen, unter denen Cystein schnell oxydiert wird, kann eine 
Phosphorwolframsaure reduzierende Substanz folgendermaoen nachgewiesen 
werden: 200 nig Eieralbumin (kryst.) werden in 6.2 ccni Ameisensaure und 
5.8 ccm konz. Salzsaure zum Sieden erhitzt und ein langsamer Stroni von 
Sauerstoff durchgeleitet. Je 5 cctn werden nach SO und 40 Stdn. abgedampft 
und niit Phosphonvolframsaure bei pn 5 geprtift . Blailfarbung. Die Nitro- 
prussid-Reaktion war natiirlich negativ. 

*) l)alx3 Iciinncn gvringc Verluste :In 'l'hiol eintrctetl. 
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It:i ii  w i r k n  n g v o 11 S a 1 z s a u  r e - Am ei s e n s ail r c a ti f .Im i n o s 5 ti r c n. 
30 ing Glykokol l  (illerck) oder ebensoviel tl, / - , l lanin (syrithet.) 

warden, wie bei den oben beschriebenen Rydrolysen, mit 6 2 ccm Amcisen- 
sau re  und 5.8 ccm konz. Salzskure unter rcinem CO, zuni Sieden crhitzt. 
Nach 3 0  und 40 Sttln. wurden je 5 ccrn 1,tisung unter Co2 ini Vak. abgedampft. 
Ale  Yroben gaben mit rhas~horwol f r am~~~t re  eine ein\vandfrei positive 
Keaktion. 

70. Richard Siegfried Hilpert und Werner Kriiger: Unter- 
suchungen iiber pflanzliche Samenschalen. 

' A L I ~  d Iiistitnt fur chciri Tcchnologiv d l'tschn Ilocliscl~nlc l ~ r ~ i ~ ~ n s c l ~ ~ ~ ~ ~ i ~  

I>ie Samenschalen der X'flanzcn sind chemisch hisher nur wnig  untersucht 
1% orden -1hqeschen ';on den ~5 issenschaftlich nicht rern-endbaren 'I3estim- 
niungen nach &in R ecnder-Verfahren licgt nur eine kurzlich erschicnenc 
Arbeit von Voss ,  I3auer und Pfirschke') vor, \velche sich im nesentlichen 
niit den ~1)altuiigsprodukten hescliaftigt, die aus den Schalen der Wal- 
nusse. I'flaumen- und ICirschk-erne (lurch Oxydation und darauf folgende Be- 
handlting mit Alkali erhalten wercien. I )och Idden die Samenschalen ein sehr 
interessantes T 'atersucliungsobjekt. Jc nach ihrer A4ufgahe variieren die 
rnechanischen ISigenschafte weiten Grcnzen. Vide I~ruchtschdlen sind 
sehr hart, \vie z. 13. bei den en nnd den Kernen des Steinolntes, wahrend 
die bratine Hatit der Gaslanien clastisch ist 

IVir versuchten nun festzustellen, ot) zwischen (liesen versehiedenen 
gufiereri I3igenschaften und der chemischcn Zusammensetzung bestinimte 
Reziehungen vorhandtn sind. Wir haben dahcr a s s  verschicdenen Chppen 
Vertretcr ausgevviihlt, die iiiis leirlit zugatiglich u arm. urn nberhaupt einen 
i'berblick ni erhalten. 

Zuni \7erglcich lcgen 'Lcir zunachst die J l e thosy lzah l  und dann die 
Il:leni vi i taranalyse zugrunde, die sonst auf diesem (kbiet iiienials hinzu- 
gezogeri wird, obgleich sie die einzigen wirklich genau hestiminbaren Zahlen 
ergibt. Sie ermiigliclit ror alleni einen Vergleich niit den Hiilzern, von denen 
sich die Samenschalen weitgehend unterscheitlen. I )aneben wiirden nocli die 
I'entosane und  1,ignine bestininit. Hei ihrer Rewertung niixD man beruck- 
sichtigen, dal3 es sich nicht i s m  cpantitative Uestirnmungen \-on Restantf- 
teilen, sondern nur V O ~  Keaktion~;produkteri handelt. I )as 
tlas Lignin, sontiern auch fiir die Pentosane2), cia die &nge de 
Furfurols, das selbst (lurch Sanreii verharzt , von tler Schnelligkeit ahhangt, 
rnit welcher die I'entosane atis deiii I'flanzenteil hydrolytisch abgespalten 
werden, so daB das qchildete I~urfurol vor dtr  Kirkting cter Sktirc lwwahrt 
werden katin. 

n ' i r  \tellen mnachst tlas Ergel)nis L erschietlener Ik\tiniiiinngen in der 
Tafd 1 /usanin:cn, die nnch +Ggmdentlen 1Iethosylzahlcn geordnct kt Die 

(FSinqtypiigvn am 2.5 J iiiiuar 1' 




