Uber die Schwefelsiureester in den Glucoproteiden.
I. Schwefel-, Stickstoff-, Hexosamin-, und
Uronsaure-Bestimmungen.

Von Tadahiko UTIMARU.

(Eingegangen am 11. Mai 1943.)

Bei den Untersuchungen iiber die Chondroitinschwefelsiure hat man
sich bisher in erster Linie darum bemiiht, sie von dem begleitenden
Eiweiss moéglichst frei darzustellen. Seine Isolierungsweisen vielmals
verbessert®), erzielte man die Verminderung des Stickstoffgehalts und
die Vergrisserung des Schwefelgehalts. Die Reinheit der Materialien
ldsst sich von dem Atomzahlverhiltnis von Schwefel zu Stickstoff erken-
nen. Der Wert dieses Verhiltnisses muss nach der Formel, welche 1918
von Levene aufgestellt wurde®, 1:1 sein. In der Tat nimmt diese Zahl
immer zu und nidhert sich durch die Verbesserungen der Darstellungs-
methoden 1.

Bei der Mucoitinschwefelsdure, welche der Chondroitinschwefelsiure
sehr nahe steht, hat man in diesem Verhiltnis nicht so grosse Bedeutung
bemerkt. Da Heparin als Mucoitinpolyschwefelsdure identifiziert worden
ist®, so tliberschreitet dieser Wert natiirlich 1. Neuerdings hat man
tatsdchlich eine Substanz dargestellt, die sechs Schwefelatome in einem
Molekiil enthélt. In Bezug auf Chondroitinschwefelsdure hat jedoch nie-
mand schwefelreiches Material gewonnen, ausgenommen die Arbeiten
von Soda, Egami und Horigome®,

Nach diesen Arbeiten ist die Einheitlichkeit von Chondroitin-
schwefelsdure wenigstens was den Schwefelgehalt anbetrifft zweifelhaft.
Heparin ist in der Tat nicht einheitlich. Es besteht aus den Substanzen,
welche die verschiednen Zahlen von Schwefelatomen enthalten®. Wohl
hat Meyer(® in Bezug auf die optische Aktivitit verschiedene Arten von
Chondroitinschwefelsduren gefunden, aber was den' Schwefelgehalt an-
betrifft bezweifelte er nicht dessen Einheitlichkeit. Wenn diese Siure
keine bestimmte Zahl von Schwefelatomen hat, so konnen wir bei der
Darstellung von der eiweissfreien Chondroitinschwefelsdure das Atom-
zahlverhéltnis von Schwefel zu Stickstoff als Reinheitsgrad nicht an-
sehen. Es ist deshalb von Wichtigkeit, wie wir in dieser Arbeit darlegen
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werden, die Komponenten von Chondroitinschwefelsdure zu analysieren,
und dadurch ihre Reinheit zu ermitteln.

Wir bestimmten den Schwefel-, Stickstoff-, Hexosamin-, Hexuron-
siure- und Aschengehalt, obwohl Meyer schon- deren Analysen aus-
gefiihrt hat(®. Seine Methode scheint uns jedoch nicht zuverlidssig.
tUberdies zeigten seine Resultate, dass sein Priparat ausser Hexosamin
noch stickstoffhaltige Verunreinigungen enthilt, weil der Stickstoff-
gehalt bedeutend grosser ist als der aus dem Hexosamingehalt berechnete.
Ferner zeigte er, dass seine Resultate der Formel von Levene entsprechen
wiirden, wenn die Sdure noch sechs Molekeln von Krystallwasser enthielte.
Aber nach unseren Erfahrungen konnen wir leicht das Gewicht der
Chondroitinschwefelsdure konstant machen. Wir kénnen nimlich 10 mg
Probe bei einer Temperatur von 80° im Vakuum in einer Stunde aus-
trocknen. Dadurch iiberzeugten wir uns, dass die Menge, welche von
" Meyer als Wasser erkannt worden ist, aus anderen Verunreinigungen
stammt.

Uber die Analysenmethode machten wir mehrere Untersuchungen,
indem wir eine ziemlich exakte Methode anwendeten, um den Reinheits-
grad des Materials zu beurteilen. Wir fiihrten die Stickstoffbestimmung
nach der Mikro-Kjeldahl-Methode aus, dabei titrierten wir mit der Mikro-
biirette, um exakteren Resultate zu gewinnen. Gewdhnlich benutzten wir
dazu die jodmetrische Methode. Wir fanden jedoch, dass wir durch die
Acidimetrie mit Methylrot als Indikator geniigende Genauigkeit erzielen
kénnen, wenn wir vor der Titration die Siurelésung kochen. Nach
Meyer® gibt die Mikro-Dumas-Methode mehr Stickstoffgehalt als die
Mikro-Kjeldahl-Methode, aber unsere Erfahrung ist gegen diesen Befund
ausgefallen. Die Mikro-Dumas-Methode zeigt immer einen zu kleinen
Wert. Wir glauben dass, wie unten erklédrt, die Resultate nach der Mikro-
Kjeldahl-Methode genau sind.

Fiir die Uronsidure-Bestimmung hat Meyer die Mikro-Tollens-Lefévre-
Methode angewandt. Diese Methode gibt jedoch bei den Polysacchariden,
welche andere Kohlenhydrate als Hexuronsidure enthalten, keine genauen
Wert, wie Burkhart erwdhnt(®, Wir fanden wie Meyer einen kleinen
Blindwert, wie sorgfiltig wir die Kohlensdure in der Luft auch
ausschlossen, und daneben entstand aus Hexosamin auch kleine Mengen
Kohlensdure, Gewohnlich zieht man diese Menge aus der der Haupt-
experimenten ab, aber dieses Verfahren gilt nicht als richtig. Daher
versuchten wir die kolorimetrische Methode, welche von Gurin@» und
Egami®? untersucht wurde, wobei man die Farbentstehung von Zucker
durch die Behandlung mit Carbazol und konz. Schwefelsiure ausnutzte.

Die Hexosaminbestimmung, die wir ausfiihrten zeigen, dass die
Analyse nach Nilsson®® ziemlich befriedigend durchfithrbar ist. Die
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Bedingungen der Hydrolyse mit 4 N Salzsiure und der 12 stiindigen
Erhitzung geben den Maximalwert, und in dieser Beziehung wurde die
Angabe von Meyer* bestidtigt. Das allgemeine Verfahren bei der
Hydrolyse von Glucosaminverbindungen mit 4 N Salzsdure und der 4-8
stiindigen Erhitzung ist bei der Analyse gelegentlich als unvollkommen
zu urteilen.

Der Stickstoffgehalt nach der Kjeldahl-Methode stimmt mit den
Resultaten der Hexosaminbestimmung ausgezeichnet iiberein (in der
Tabelle 2). Daraus kénnen wir schliessen, dass alle Mengen von Stickstoff
als Hexosamin existieren. Dies zeigt erstens, dass unser Material kein
Eiweiss enthilt, und dass unsere Methoden der Analyse ziemlich genau
sind. Dabei fanden wir, dass wir durch zweimalige Fallung mit Trypa-
flavin alles Eiweiss beseitigen konnten.

Unsere Analysen konnen alle mit etwa 10 mg Substanz ausgefiihrt
werden. Da wir beabsichtigten, Schwefelsiureester wie Chondroi-
tinschwefelsiiure in verschiedenen Tieren - zu untersuchen, so hatten
wir vor, auch die Schwefelsidure nach der Mikromethode zu bestim-
men. Die Schwefelbestimmung wurde nach Fiske® mit Benzidin vor-
genommen. Die Niederschlige von Benzidinsulfat wurden direkt mit
Alkali titriert. Die Hydrolyse von der Esterschwefelsiure geht so leicht
vor sich, dass man durch diese Methode schnell analysieren und befriedi-
gende Ergebnisse erhalten kann.

Aus den Analysenresultaten nach diesen Methoden konnen wir
schliessen, dass die Chondroitinschwefelsdure aus dem Knorpel durch
zweimalige Extrahierungen aus den Niederschligen von Trypaflavinsalz
mit 20%iger Calciumchloridlosung eiweissfrei dargestellt werden kann.
Von der mit Caleiumchlorid extrahierten Losung wird die Chondroi-
tinschwefelsiure mit Alkohol abgesetzt. Dieses Material enthilt noch etwa

% Calciumchlorid. Dies kann durch

Dialyse gegen dest. Wasser inner-

Tabelle 1. halb 3 Tagen beseitigt werden. Da

Analyse von Chondroitin- das chondroitinschwefelsaure Salz

schwefelsdure. jedoch dabei sauer wird, neutralisier-

ten wir sie und setzten sie mit Al-

) Nr.9 Nr.5  yohol ab, um neutrale Chondroitin-

Acetylhexosamin ... — = 381 o.hwatelsiure zu erhalten.

Stickstoff .......... 2.43 2.30 . .

Schwefel ........... 734 17.05 Die Summe des Gehalts jeder

Hexuronsédure ...... 39.7 36.7 Komponenten betrug 97.0%. Bei den

Asche .............. 21.2 29.8 Berechnungen wurde Ester- oder

Schwefel 182 149 Glucosidform wie in der Levene'-

Stickstoff """ ' } sche Formel angehommen, und Hexo-

Uronsaure 118 112 samin wurde als Acetylhexosamin

Hexosamin  *"""""" ' ) berechnet. Die Zahlen (Tabelle 1)

zeigen, dass unsere Materialien keine
Verunreinigungen enthalten, zumindest soweit sich dies durch eine genaue
Analyse feststellen liess. Ausserdem beweisen sie die Exaktheit unserer
Analyse. '
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Das Atomzahlverhiltnis von Schwefel zu Stickstoff war -in allen
Materialien etwa 1.8 und das Molekiilzahlverhiltnis von Uronsidure zu
Hexosamin war 1.2.

Woher kommt der Unterschied zwischen unseren Ergebnissen und
denen der anderen Autoren? Riihrt er von der Verschiedenheit der Isolie-
rungsmethode her? Nimmt man unter den Ergebnissen von Meyer® den
Gehalt des Glucosaminstickstoffs als den des Stickstoffs an, so ist das
‘Verhiltnis von Schwefel zu Stickstoff 1.21, und das von Uronsiure zu
Stickstoff 1.18. Diese Zahlen weichen nicht so sehr aus von unseren
Resultaten.

Wie wir diese schwefelreiche Materialien erlangten, riihrt vielleicht
auch daher, dass wir sie aus dem Knorpel von Haifisch dargestellt haben.
Enthélt er schwefelreiche Glucoproteiden? Schon friither hat auch Fiirth(®
gefunden, dass die Chondroitinschwefelsdure aus einigen Fischen
.schwefelreicher ist. Um diesen Punkt zu kliren, werden wir iiber die
Chondroitinschwefelsiure aus dem Siugetierknorpel nach unserer Trypa-
flavinmethode Untersuchungen anstellen.

Beschreibung der Versuche.

1. Darstellung der Materialien. Wie in der vorhergehenden Mit-
teilung beschrieben wurde®, wird die Sdure mit Trypaflavin abgesetzt,
aus den Niederschligen mit 20%iger Calciumchloridldsung extrahiert,
und mit Alkohol ausgesalzt. Dies wird zweimal wiederhelt. Das nach
diesem Verfahren erhaltene Material enthilt bisweilen eine kleine Menge
Calciumchlorid. Daher wird es, um das
gereinigte Material zu erhalten, gegen
dest. Wasser dialysiert, mit Calcium-
hydroxyd neutralisiert, und, danach das
Salz der erwiinschten Siure mit Alkohol
abgesetzt.

Um das Trypaflavin zu beseitigen,
wird die Walkerde der Tierkohle vor-
gezogen.

2. Die Analyse von Stickstoff. Nach
der Mikro-Dumas-Methode kann man
keine befriedigende Werte erwarten.
Deswegen wird die Mikro-Kjeldahl-
Methode " angewandt; da aber die Ma-
terialien sehr stickstoffarm sind, so
I E muss die Digestion  vollkommen..-ausge-
-\ filhrt werden. Der Apparat von Hayman
u. a.4® (Abb. 1), den sie um den Nitro-
| stickstoff in Submikro-Mengen zu analy-

Abb. 1. sieren benutzten, ldsst sich fiir unseren
- Zweck gut bedienen.

6-7 mg der gewogenen Substanz werden -vorsichtig in den Kolben

eingesetzt. Man beachtet dabei, dass die Substanz nicht an der Kolben-
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Tabelle 2.
N% aus
N?% nach : N9% nach
Kjeldahl- ~ Hexosamin-  “pypgs.
ethode berechnet Methode
Chondroitinschwefelsdure Nr. 1 ..... 2.26 2.20 1.69
” Nr. 2 ..... 2.02 1.92 1.75
” Nr.3 ..... 1.94 — 1.53
” Nr. 4 ..... 2.00 1.97 -
” Nr.5 ..... 2.30 2.256 —

wand haftet. Sie wird zuerst mit 1.5 cc konz. Schwefelsiure, sodann mit
je 25 mg Kupfersulfat und Kaliumsulfat versetzt. Man erhitzt den
Kolben, welcher in beinahe horizontaler Stellung gehalten wird. Wenn
etwa nach 20 Minuten die Lésung. klar wird, kiihlt man sie ab, dann wird
sie mit 8 Tropfen Wasserstoffperoxyd versetzt, und bis zu klarer Ldsung
wieder- erhitzt, Dies wird nochmals wiederholt. Danach wird sie mit
40 cc Wasser und 8 cc 50%iger Natriumhydroxydlosung versetzt, und
das ‘Ammoniak destilliert. Dabei wird Bleikiigelchen als Siedestein’
benutzt, und befriedigende Resultate wurden erzielt. Da aber nach der
Abscheidung von Natriumsulfat die Bleikiigelchen nicht mehr ihren
Dienst leisten, so wird die Destillation davor eingestellt.

Das Ammoniak wird in 2 ce 0.143 N Salzsdure absorbiert. Dieselbe
wird auf Methylrot als Indikator mit 0.143 N Natriumhydroxyd und mit
Hilfe der Mikrobiirette titriert. Wird dabei die SHureldsung vor der
Titration gekocht, dann veridndert sich deutlich die Farbe des Indikators.

Die Resultate finden sich in Tabelle 8. Die Fehlergrenze der Experi-
mente liegt unter 0.05%.

Tabelle 3.
Menge N2, N2 Zusatz von
(mg) (Gefund.) (Theoret.) H,0,
Gluessaminhydrochlorid .......... 2.195 6.12 - chne
Acetanilid .........ccoiiiiiiia, 0.905 9.25 — ”
Glucosaminhydrochlorid .......... 1.319 6.58 6.54 mit
T e 2.245 6.52 6.54 ”
Acetenilid .....covviivnininnenn 1.192 10.00 10.37 »
Chondroitinschwefelsiiure Nr. 5 .. 7.404 2.14 — ohne
” ' 7oL, 6.272 2.30 — mit

3. Die Analyse von Glucosamin. Dieselbe wird nach Nilsson®®
ausgefiihrt. Etwa 7 mg des gewogenen Materials werden in ein Rohrchen
eingesetzt, welches mit einem gut eingepassten Schliffstopfen vevrsehen
ist. 2cc Wasser und danach 2 ce 8 N Salzsdure werden zugefiigt. Das
Rohr wird fest zugestopft, und wihrend geeigneter Zeit im Wasserbad
erwirmt. “
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Nach der Hydrolyse wird die Losung in den 10 cc Messkolben abge-
fiillt, und mit dest. Wasser bis auf zum 10 cc Teilstrich gebracht. 5 ce
dieser Losung werden zur Vorprobe auspipettiert, und mit 1 N Natrium-
hydroxyd auf Methylrot als Indikator neutralisiert. Die {ibrigen 5 cc
derselben Loésung wird nun mit 98% der bei der Vorprobe bestimmten
Menge von Alkalilosung neutralisiert. Diese Losung wird wieder auf
10 cc gebracht. 1ce davon wird mit Acetylaceton und Ehrlichschem
Reagens gefdrbt. Die Durchlissigkeit der Losung wird im Zeiss-Stufen-
photometer mit Filter S53 gegen eine Blindprobe, die alle Reagenzien
ausser dem Substrat enthilt, bestimmt.

Die Bedingungen der Hydrolyse wurden untersucht (Tabelle 4), und
festgestellt, dass die 12 stiindige Hydrolyse die geeigneteste ist. Wenn
man das Glucosamin unter den gleichen Bedingungen hydrolysiert, so
geht 49 an der Menge verloren. Daher wird der Glucosamingehalt um
diese Menge korrigiert.

Tabelle 4.

Hexosaminhydrochlorid
Bedingungen p ~

T %

Chondroitinschwefelsdure Nr. 8 450y...... 4NHCI, 6 St. 115 —_

” ” P . 2NHCL, 6 St. 100 —

” " AP 4NHCl, 12 St. 155 —

” ” A 2NHCI, 12 St. 125 —

" o 4NHCI, 25 St. 132 —
Glucosaminhydrochlorid 124y............. 4NHCI, 12 St. 119 (96 %)
» 110v. o v e iinnnnn, » S 106 (96.59%)

Chondroitinschwefelsiure Nr. 5 366v...... ” ” 122 33.2

4. Die Analyse von Glucuronsiure. Anfangs wird die Entstehung
von Kohlensiure nach Burkhart,” Bauer und Link gemessen. Die
Glucuronsidure wird zuerst analysiert. Es zeigt sich jedoch, dass die
Bedingungen dieser Autoren, 12 N Salzsiure und 135-138°, nicht aus-
reichend sind. Man findet immer zu kleine Werte. Dies riihrt vielleicht
daher, dass diese Autoren gerade die Galacturonsidure untersuchten.
Aus der Glucuronsiure, wie zu erwarten, entsteht eine kleinere Menge
Kohlensdure. Ausserdem waren die Resultate dabei nicht einheitlich.
Es ist vielleicht auf die Unvollkommenheit der Zersetzung zuriickzufiihren.

Daher wird hier die kolorimetrische Methode von Gurin u. a. und
Egamit (2 penutzt. Sie beruht auf der Farbentstehung von Glucuron-
saure mit Carbazol, und ist um so vorteilhafter, da man gleichzeitig
qualitativ die Zuckerarten entscheiden kann. Das Verhiltnis der Ex-
tinktion bei 530 mu zu der bei 500 mu zeigt, dass die Uronsdure in der
Chondroitinschwefelsdure Glucuronsiure ist. Aber die Absorption bei 430
mu und 470 mu von Chondroitinschwefelsdure stimmt mit der von Glu-
curonsiure nicht iiberein. Es kommt vielleicht daher, dass die Glucuron-
sdure dabei mit dem Glucosamin verbunden ist. Tatsdchlich zeigt das
Gemisch von Glucuronsédure und Glucosamin die gleichen Veridnderungen
bei dieser Wellenldnge, und die Absorption ist grosser als bei Glucuron-
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sdure allein. Dass man jedoch mit der Extinktion bei 500 mu analysieren
kann, zeigen die Resultate der Versuche, die iiber das Gemisch von
chondroitinschwefelsdure und Glucuronsidure ausgefiihrt worden sind.

Tabelle 5.
Glucuronséure
Menge (7) €580/€500 —————
T %
Glueuronsaure .......... Ceseraaasaaaes — 1.30 — —
e Ceraraaaaan —_ 1.32 —_ —_—
Chondroitinschwefeisdure Nr. 9 ........ 584 1.26 232 39.7
Glucuronsiaure und 58 . 52 —_
Chondroitinschwefelsdure Nr. 5 ...... 284 — 1 —
3/ ‘/
1000 /
3 o *
aso - /
] 257 K7 00y . B :.::or
Clusosaminkydrackianid Glucrronslir?
Abb. 2, Abb. 3.

5. Die Analyse der Esterschwefelsiure, Diese Bestimmung wird
nach dem von Fiske(® verbesserten Rosenheim und Drummond’schen
Verfahren ausgefiihrt. Etwa 3 mg des Materials werden in 4 cc Wasser
gelost, mit 1ce 20%iger Salzsiure und 2 Tropfen 1.2%iger Natrium-
chloridlésung versetzt und auf dem Wasserbad abgedampft. Danach mit
1 Tropfen konz. Salpetersiure und 5 Tropfen konz. Salzsiure versetzt
und wieder abhgedampft und noch 10 Minuten lang erwidrmt. Dann wird
der Riickstand mit 5 cec "Wasser in ein Becherglas iibertragen, mit 2 ce
Benzidinldsung und nach 2 Minuten mit 4 cc 95%igem Aceton versetzt,
und dies weiter 10 Minuten stehen gelassen. Dann wird das Benzidin-
sulfat nach Fiske filtriert. Das Sulfat wird zusammen mit dem Filtrier-
papier in einem grossen Reagenzglas mit 0.01 N Natriumhydroxydlésung
auf Phenolrot als Indikator unter stetigem Kochen titriert.

Tabelle 6.

Menge Schwefel

(mg) r %
Chondroitinschwefelsiiure Nr. 7.. — —_ 6.25

" Nr. 8 . . B 741 nach Gewichtsanalyse

)

f
Schwefelsdure ................. (S=160v) 162 —_ )
Chondroitinschwefelsiure Nr. 7.. 4.38 280 6.58 nach Fiske

” Nr. 8.. 3.74 283 7.45
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Diese Methode gibt denselben Wert wie die gewdhnliche gravi-
metrische Methode.

Diese Arbeit wurde durch Rat und Beistand von Herrn Prof. Tokuro
Soda ausgefiihrt. Herrn Prof. Fujio Egami verdanke ich seiner stetigen
Anregung. Die Glucuronsdure zur Analyse stellte mir Herr Prof. Choji
Araki freundlichst zur Verfiigung. Ihnen allen mdéchte ich an dieser
Stelle meinen herzlichsten Dank aussprechen. Die Kosten dieser Arbeit
wurde zum Teil von den Ausgaben des Unterrichtsministeriums fiir
wissenschaftliche Forschungen finanziert.

Chemisches Institut, Naturwissenschaftliche Fakultit,
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