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69. Fritz Micheel: Uber die Bildung von Thiol-Gruppen bei der
Hydrolyse von Schlangengiften und Eiwei3stoffen (Schlangengifte,
X. Mitteil.).

fAus d. Organ. Abteil. d. Chem. Instituts d. Universitit Miinster in Westf.]
(Eingegangen am 24. Januar 1939.)

Wie in der vorigen Mitteilung') gezeigt wurde, entsteht bei der Hydrolyse
von Gift der Naja tripudians (indische Kobra) in sauerstoff-freier Atmosphire
ein Stoff mit freier Thiolgruppe (Nachweis durch die Reaktion mit Nitro-
prussidnatrium und mit Phosphorwolframsiure). Ferner hatte sich ergeben,
daB aus anderen vergleichsweise untersuchten EiweiBstoffen ebenfalls ein
Stoff erhalten wird, der Phosphorwolframsiure reduziert, wihrend Thiol
mit Nitroprussidnatrium seinerzeit nicht nachgewiesen werden konnte,
obwohl dies unter Beriicksichtigung der Empfindlichkeitsgrenzen beider
Reaktionen zu erwarten war (s. Versuchsteil). Die weitere Untersuchung
mehrerer EiweiBstoffe und Schlangengifte und die vergleichsweise Behandlung
von Aminosauren unter denselben Bedingungen wie bei der Eiweifhydrolyse,
hat zu einer gewissen Klirung der Verhiltnisse gefiihrt.

Alle untersuchten Eiweistoffe und Schlangengifte (Eieralbumin, Casein,
Edestin, Gifte von Naja tripudians, Crotalus atrox, Bothrops jararaca und
Bothrops alternata) reduzieren nach der Hydrolyse mit Ameisensiure-Salz-
saure im sauerstoff-frelen Kohlensdurestrom Phosphorwolframsaure (bei
pr 5.2) kriftig. Die Reaktion mit Nitroprussidnatrium war nur beim Gift
von Naja tripudians stark, wihrend sie bei den iibrigen Stoffen z. T1. schwach,
z. TL sehr schwach?) war und in bezug auf ihre Starke nicht der Phosphor-
wolframsiure-Reaktion entsprach?) (unter Beriicksichtigung der beiderseitigen
Empfindlichkeitsgrenzen). Vergleicht man beim Gift der Naja tripudians die
Reaktionen des nicht dialysierenden, fast inaktiven Begleit-Fiweilles mit
denen des durch Cellophan dialysierenden Neurotoxins, so fillt bei letzterem
die intensivere Nitroprussid-Reaktion auf. Dies wire im Sinne der in der
vorigen Mitteilung?) gedulerten Ansicht iiber die Bindung eines Teils des
Schwefels in der neurotoxischen Gruppe verstindlich.

Im Vergleich zu den Hydrolysen der oben angefithrten Stoffe wurden
einige Aminosduren, und zwar [-Cystin, Glykokoll und d,/-Alanin der
Einwirkung von Ameisensdure-Salzsiure unter den Bedingungen der Hydrolyse
unterworfen (CO,-Atmosphire). Auch aus diesen Aminosiduren bilden sich
Substanzen, die Phosphorwolframsiure bei pg 5.2 reduzieren. Dafl im Falle
des Cystins daneben auch Thiol entsteht, das z. T1. fiir diese Reaktion ver-
antwortlich ist, folgt aus einer, imm Verhiltnis zur Phosphorwolframsiure-

1) IX. Mitteil,, B. ¢2, 68 (1939,

#) Beim Lidestin-Hydrolysat war die Nitroprussid-Reaktion kriftiger als bei den
anderen lhiydrolysierten Fiweifistoffen. Vergl. das besondere Verhalten des Edestins beim
Versuch zur quauntitativen Bestimmung der S-Bausteine: Kassel u. Brand, Journ.
biol. Chem. 125, 435 [19381.

3? Wegen der Unbestidndigkeit der Nitroprussid-Reaktion, die bei (iegenwart von
FiweiBhydrolysat noch vergréBert wird, sind quantitativ-zahlenmiBige Vergleiche zu-
néichst nicht moglich. B B, ¥2, 68 1939,
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Reaktion jedoch schwachen, Nitroprussid-Reaktion®). Das Auftreten von
wenig Thiol aus gréBeren Mengen Cystin unter den Bedingungen der Eiweil-
hydrolyse 148t es mdglich erscheinen, dafl die thiolhaltigen Substanzen aller
untersuchten Stoffe z. Tl. oder ganz aus S-S-Bindungen entstanden sind,
wenn auch beim Neurotoxin letzteres mit Riicksicht auf das sonstige Verhalten
seines Schwefels und die Intensitit der Thiolreaktion unwahrscheinlich ist.

Was die aus EiweiBstoffen entstehenden, Phosphorwolframsiure redu-
zierenden Substanzen betrifft, so unterscheiden sie sich vom Cystein durch
ihre groBere Widerstandsfihigkeit gegeniiber Oxydation mit Luftsauerstoff
unter den Bedingungen der Hydrolyse. In der vorigen Mitteilung wurde
gezeigt, daBl Cystein unter diesen Verhiltnissen ziemlich rasch und voll-
stindig oxydiert wird. Anders diese Substanzen: Hydrolysen von Eiweill-
stoffen unter Sauerstoff reduzieren, auch nach linger als 30 Stdn. noch
Phosphorwolframsiure, wenn auch nur schwacl, also unter Bedingungen,
bei denen Cystein vollstdndig oxydiert ist. Die Bildung einer Phosphorwolfram-
sédure reduzierenden nicht thiolhaltigen Substanz aus den angefiihrten Fiweil3-
arten und Aminosduren erscheint also als gesichert. Dies ist von Wichtigkeit
fiir die Auswertung der Cystin- und Cysteinbestimmungen nach der Methode
von Folin, die heute zu den am meisten angewandten gehért. Wahrend auf
der einen Seite bei der iiblichen Art der Ausfithrung der EiweiBhydrolyse
(Luft-Zutritt) Thiolverbindungen oxydiert oder anderweitig verdndert werden,
werden umgekehrt durch das Auftreten der unbekannten reduzierenden
Substanzen mehr schwefelhaltige Gruppen gefunden als vorhanden sind.
Dies ist z. B. auch in den Fillen zu beriicksichtigen, wo es sich um den Nach-
weis von SH-Gruppen in denaturiertem Eiweify handelt®).

In welchem MalBe die gefundenen Werte fiir die schwefelhaltigen Bau-
steine in den verschiedenen Eiweilstoffen durch die in dieser und der vorigen
Mitteil. beschriebenen Reaktionen beeinfluit werden, ist zunichst schwer zu
sagen. Die bedeutenden Differenzen, die zwischen den nach verschiedenen
Methoden bestimmten Cystinwerten von Eiweifstoffen?) gefunden werden,
mogen z. Tl ihre Erklirung darin finden.

Uber quantitative Versuche an Schlangengiften, die in dieser Richtung
liegen, soll demnichst berichtet werden.

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft und die Fa. C T.
Boehringer u. Soehne haben die Untersuchungen durch Bereitstellung
von Mitteln in dankenswerter Weise geférdert.

Beschreibung der Versuche.

Zur Nachpriifung der Fmpfindlichkeitsgrenzen des Thiolnachweises mit Phosphor-
wolframsédure und it Nitroprussidnatrium wurden die Grenzkonzentrationen an Cystein-
hydrochlorid ermittelt, die it voller Sicherheit zu erkennen waren.

Als Liosungen gelangten zur Anwendung: Cystein-hydrochlorid (1:104) in CO,-ge-
siattigtern Wasser, Acetatpuffer (prp 5.2), Phosphorwolframsiaure nach Folin, Z2-n.

5) Die Nitroprussid-Reaktion war, wie in der vorigen Mitteil. beschrieben, bei Hydro-
lyse von etwa 5 mg Cystin negativ, bel etwa 30 mg (s. Versuchsteil) jedoch positiv.
Uber Zersetzung von Cystinldsungen s. auchi Shinohara u. Kilpatrick, Journ. biol.
Chem. 105, 241 {1934]; Routh, Journ. hiol. Chem. 126, 147 [1938].

8 Z. B. bei Mirsky u. Anson, Journ. gen. Physiol. 18, 304 {19357; 19, 427, 451,
559 {1936].

7) Zusamuuenstellung z. B. die Tafel XI, 5. 133 in |. Lloyd u. A. Shore, Chemistry
of the Proteins, I1. Aufl., T.ondou 1938.
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Ammonchlorid-Iésung, 13-n. Ammoniak-Losung, etwa 35-proz., frisch bereitete Nitro-
prussidnatrium-ILosung und it CO, gesdttigtes Wasser. Die gewiinschten Cystein-
Konzentrationen wurden durch Verd. mit Wasser bzw. den Puffer- und Reagens-I.dsungen
erhalten. Das Gesamtvolumen der zu priifenden Losung betrug jedesmal 3 cem. Im Falle
der Priifung mit Nitroprussidnatrium wird am besten die Ammoniaklésung zu der it
wenig Nitroprussidnatrium-Lésung versetzten schwach sauren Priiflésung vorsichtig zu-
flieBen gelassen. Konzentrationen von 1:10° lieBen sich mit der Nitroprussid-Reaktion
eindeutig erkennen. Bei geringeren Konzentrationen sind die Befunde unsicher. Be-
merkenswert ist, dafl die Farbe bei Gegenwart von Eiwei-Hydrolysat (z. B. Zusatz von
Gelatine-Hydrolysat) wesentlich schneller (in wenigen Sek.) verblaBt. Vielleicht handelt
es sich win katalytische Einfliisse. Bei der Priifung von Eiwei-Hydrolysaten stort ferner
die hiufig auch mit Talk nicht zu entferncnde Eigenfarbe etwas.

Die Reaktion mit Phosphorwolframsiure erreichte den gleichen Grad an Sicherheit
bei einer Verdiinnung des Cysteins von 0.5:10% Aber auch bei geringeren Konzcutrationen
an Cystein trat allmihlich noch einc schwache Blanfirbung ein.

Hydrolysen.

Die zu untersuchende Substanz wurde, wie in der vorigen Mitteil. be-
schrieben, in 6.2 ccm reiner Ameisensdure und 5.8 ccm rauchender Salz-
sdure (bei groBeren Substanzmengen wurde das Doppelte genommen), die
vorher durch 1- bis 2-stdg. Durchleiten mit reinem CO, gesittigt worden
waren, zum Sieden erhitzt (Glycerinbad 120—135% und gleichzeitig CO,
durchgeleitet. Die schwefelarmen Fiweillstoffe gelangten bei einigen Versuchen
in entsprechend gréBeren Mengen zur Anwendung als die schwefelreicheren.
Dies erwies sich jedoch z. B. beim Edestin als nicht notwendig. Die Mengen
je Versuch waren folgende: Gifte von Naja tripudians 100—150 mg,
von Crotalus atrox 150 mg, von Bothrops alternata 150 mg, von
Bothrops jararaca 100 mg; gereinigtes Neurotoxin der Naja tri-
pudians 150 mg; nicht dialysierendes Begleiteiweil aus Gift von Naja
tripudians 150 mg; Fieralbumin (kryst.) 150—500 mg; Casein 150 bis
500 mg; Edestin 150 mg, Cystin 530 mg. Zur Priifung wurde nach etwa
18 und 30 Stdn. je die Hilfte der I.dsung unter CO, eingedampft, der Riickstand
in 3 ccm Wasser geldst, zur Entfirbung mit Talk®) behandelt, und je 1 ccm
mit Phosphorwolframsdure (Folin) und Nitroprussidnatrium in {iblicher
Weise untersucht. Die Folinsche Probe war bei allen untersuchten Giften
und Eiweillstoffen besonders nach 30-stdg. Hydrolyse kraftig, bei Verwendung
von 30 mg Cystin ebenfalls, wenn auch schwicher. Die Nitroprussid-Reaktion
war am stirksten beim Gift und Neurotoxin der Naja tripudians, schwicher
beim Edestin; schwach, aber einwandfrei bei den {ibrigen EiweiBstoffen
(bei Verwendung der gréfiten, oben angegebenen Mengen davon) und beim
Cystin (30 mg). Bei der Hydrolyse von EiweiBstoffen im Sauerstoffstrome,
also unter Bedingungen, unter denen Cystein schnell oxydiert wird, kann eine
Phosphorwolframsdure reduzierende Substanz folgendermallen nachgewiesen
werden: 200 mg Eieralbumin (kryst.) werden in 6.2 ccm Ameisensiure und
5.8 cem konz. Salzsiure zum Sieden erhitzt und ein langsamer Strom von
Sauerstoff durchgeleitet. Je 5 ccm werden nach 30 und 40 Stdn. abgedampft
und mit Phosphorwolframsiure bei py 5 gepriift: Blaufirbung, Die Nitro-
prussid-Reaktion war natiirlich negativ.

8) Dabei konnen geringe Verluste an Thiol eintreten.



400 Hilpert, Kriiger: [Jahrg. 72

Finwirkung von Salzsiurc-Ameisensiure auf Aminoséduren.

30 mg Glykokoll (Merck) oder ebensoviel d,!-Alanin (synthet.)
wurden, wie bei den oben beschriebenen Hydrolysen, mit 6.2 ccm Ameceisen-
siure und 5.8 ccm konz. Salzsdure unter reinemn CO, zum Sieden ecrhitzt.
Nach 30 und 40 Stdn. wurden je 5 cem Lésung unter CO, im Vak. abgedampft.
Alle Proben gaben mit Phosphorwolframsiure eine einwandfrei positive
Reaktion.

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

‘Aus d. Twstitut fiir chem. Technologie d. Techn. IHochschule Braunschweig.}
(Fingegangen am 25. Januar 1939.)

Die Samenschalen der Pflanzen sind chemisch bisher nur wenig untersucht
worden. Abgeschen von den wissenschaftlich nicht verwendbaren Bestim-
mungen nach demr Weender-Verfahren liegt nur cine kiirzlich erschienenc
Arbeit von Voss, Bauer und Plirschke!) vor, welche sich tm wesentlichen
mit den Spaltungsprodukten beschiftigt, die aus den Schalen der Wal-
niisse, Pflaumen- und Kirschkerne durch Oxydation und darauf folgende Be-
handlnng mit Alkali erhalten werden. Doch bilden die Samenschalen ein sehr
interessantes Untersuchungsobjekt. Je nach ihrer Aufgabe variieren die
mechanischen ligenschaften in weiten Grenzen. Viele Iiruchtschalen sind
sehr hart, wie z. B3. bei den Niissen und den Kernen des Steinobstes, wihrend
die braune Haut der Kastanien clastisch ist.

Wir versuchten nun festzustellen, ob zwischen diesen verschiedenen
duBeren Higenschaften und der chemischen Zusammensetzung bestimmte
Bezichungen vorhanden sind. Wir haben daher ans verschiedenen Gruppen
Vertreter ausgewihlt, die uns leicht zuginglich waren, um itherhaupt einen
Uberblick zu crhalten.

Zum Vergleich legen wir zunidchst diec Methoxylzahl und dann die
Elementaranalyse zugrunde, die sonst auf diesem Gebiet niemals hinzu-
gezogen wird, obgleich sie die einzigen wirklich genau bestimmbaren Zahlen
ergibt. Sie ermdglicht vor allem einen Vergleich mit den Hélzern, von denen
sich die Samenschalen weitgehend unterscheiden. Daneben wurden noch die
Pentosane und Lignine bestimmt. Bei threr Bewertung mufl man berfick-
sichtigen, daB es sich nicht um quantitative Bestimmungen von Bestand-
teilen, sondern nur von Reaktionsprodukien handelt. Das gilt nicht nur fiir
das Lignin, sondern auch fiir dic Pentosane?), da die Menge des tiberdestillierten
Yurfurols, das selbst durch Sduren verharzt, von der Schunelligkeit abhingt,
mit welcher die Pentosane aus dem Pflanzenteil hydrolytisch abgespalten
werden, so daB das gebildete Furfurol vor der Wirkung der Siure bewahrt
werden kann.

Wir stellen zundchst das Lrgebnis verschiedener Bestimmuugen in der
Tafel 1 zusammen, die nach steigendenden Methoxylzahlen geordnet ist. Die

I ACS34, 95 135 119385 2 B. 71 1962 (19331





