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72. Richard Kuhn, Leonhard Birkofer und Forrest Ward

Quackenbush: Jodometrische Titration von SH-Gruppen; Mikro-

methode zur Bestimmung von Cystein und Methionin in Proteinen.

Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.’
(Eingegangen am 18. Januar 1939.)

Die von A. Kekulé und E.ILinnemann?!) entdeckte Bildung von
Disulfiden aus Mercaptanen (Mercaptiden) und Jod haben schon viele
Forscher?) zu einer quantitativen titrimetrischen Bestimmung von SH-
Gruppen heranzuziehen versncht. Insbesondere fiir die Bestimmung von
Cystein und von SH-Glutathion in wiBrigen Losungen ist dieses Verfahren
wiederholt angewandt worden, obwohl die Reaktion nicht stéchiometrisch
verliuft und besondere, empirisch ermittelte ,,Verdiinnungsfaktoren der
Berechnung der Ergebnisse zugrundegelegt werden muBten. Die Abweichungen
von der Theorie kommen dadurch zustande, daB bei der Einwirkung von Jod
auf die Sulfhydrylverbindungen nicht nur die Disulfide, sondern auch Sulfen-
sauren, Sulfinsiuren und Sulfonsiuren gebildet werden®). Der Jodverbrauch
ist stets viel zu hoch und das Hrgebnis von den Versuchsbedingungen stark
abhingig. Verbessert wurde das Verfahren durch T. F.Lavine4), der
die “Titration unter Stickstoff in 0.5- bis 1.5-n. Jodwasserstoffsiure sehr
langsam ausfithrt. Man hat auch schon in nicht wafirigen Losungen, z. B. in
Isoamylalkohol®) gearbeitet; auch unter diesen Bedingungen ging die Oxy-
dation iiber die Stufe des Disulfids hinaus®).

Wir haben nun gefunden, dal man in FEisesstqg die Dehydrierung
von Sulfhydrylverbindungen zu Disulfiden durch Jod genau
stéchiometrisch, rasch und auch mit sehr geringen Substanzmengen aus-
fithren kann, ohne daB es nétig ist, den Sauerstotf der Luft auszuschliefen.
Aus Abbild. 1 ist der Einflull der Kssigsdure-Konzentration auf die
jodometrische Bestimmung von Thiomilchsdure, SH-Glutathion und Cystein
ersichtlich. Man erkennt, daf schon in 70-proz. Essigsdure die theoretischen
Werte praktisch erreicht werden. Fiir die Bestimmung von Cystein in Eiweil3-
hydrolysaten ist dies von Wichtigkeit, weil sich die bei der Hydrolyse ent-
stehenden Gemische von Aminosduren in reinem FEisessig meist nicht, in
wasserhaltiger Essigsaure dagegen ohne Ausnahme gut l6sen. Aus diesemn
Grunde verwenden wir als Losungsmittel 90-proz. Essigsinre.

Man liBt z. B. 0.2—0.5 mg Cystein-chlothydrat mit mindestens dem
doppelten der erforderlichen Jodmenge 1 Min. bei etwa 20° stehen, verdiinnt

1) AL 123, 277 [1862).

*) Y. Okuda, Journ. Biochemistry 5, 217 [1925] (C. 1926 I, 1462); H. D. Baern-
stein, Journ. biol. Chem. 15, 25 {19367; K. H. Slotta u. W. Forster, B. 71, 1082
11938]; A. Schiéberl u. F. Krumey, B, 71, 2361 [1938]; B. Kassell u. K. Brand,
Journ. biol. Chemn. 125, 145 19387 u. a.

%) K. Shinohara, Journ. biol. Chem. 97, XXIT {1932]; D. G. Simonsen, Journ.
biol. Chem. 101, 35 [1933]; G. Toennis, Journ. biol. Chem. 122, 27 [1937].

9) Journ. biol. Chem. 109, 141 '19357; s. a. B. Kassell u. I, Brand, Journ. biol.
Chem. 125, 145 [19381.

%) G. Toennis, Journ. biol. Chem. 122, 27 [1937].

%) Fiir weitere Methoden zur Bestimmung von SH-Gruppen sei auf die zusanunen-
fassende Darstellung vou K. Shinohara, Journ. biol. Chem. 109, 665 [1935] verwiesen.
5. a. R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ztschr. physiol. Chem. 251, 14 [1938].
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mit dem gleichen Volumen Wasser und titriert mit #/,,,-Natriumthiosulfat
zuriick. Man kann das Jod in 90-proz. Essigsiure auch 10 Min. einwirken
lassen: es dndert sich an dem FKrgebnis nichts.

Liegt Cystin vor, so muf} erst eine Reduktion zu Cystein ausgefithrt
werden, Zu diesem Zwecke haben wir im Bereich unserer Mikroversuche
Zn, Mg, H.S, SO, KCN und KH,PO, angewandt. Die Reduktionswirkung
des Zinks?) ist eine gute, aber leider wird die jodometrische Bestimmung
durch Zinksalze, wie Tafel 4, zeigt, gestért. Auch andere Metallsalze storen.
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Abhild. 1. Jodometrische litration von SH-Gruppen in Losungen von steigendem
Essigsiure-Gehalt.

Am besten bewahrt hat sich das von H. D. Baernstein?) enipfohlene Kalium-
hypophosphit. Gegen geringe Mengen von Phosphoniumjodid bzw.
Phosphorwasserstoff, die bei dem Verfahren von H. D. Baernstein nicht
stéren, ist jedoch die Mikromethode recht empfindlich. Es ist notwendig,
durch wiederholtes Abdampfen des Protein-Hydrolysats mit Wasser bis zur
Trockne diese Zersetzungsprodukte des Hypopbosphits restlos zu beseitigen.
SchlieBlich ist es erforderlich, durch Verdampfen mit 30-proz. Essigsdure
auch noch dafir zn sorgen, dall das aus dem Methionin des Proteins ent-
standene Thiolacton als solches erhalten bleibt und nicht ganz oder teilweise
in Homocystein {iibergeht.

Unter Beriicksichtigung all dieser Umstdnde gelingt es, mit groBler
Genauigkeit mikro-analytisch -in Proteinen Methionin und Cystein zu
bestimmen. Die fiir Casein, Ovalbumin, Globin, Insulin, Vitellin und
Phalloidin gefundenen Werte sind aus Tafel 1 ersichtlich. Man erkennt, daf}
die Summe des als Methionin, als H,S und als Cystin gefundenen Schwefels
mit dem als BaSO, bestimmten Gesamt-S vorziiglich {ibereinstimmt. Die
Aufstellung von S-Bilanzen, gegen die neuerdings verschiedene Bedenken
erhoben worden sind®), erscheint uns nicht nur als gerechtfertigt, sondern als
wichtige Aufgabe der Protein-Chemie.

Aneurin (Vitamin B;) und Lactoflavin (Vitamin B,) geben bekanntlich
beim1 Erhitzen mit Jodwasserstoffsiure unter den Bedingungen der Methvl-

7} vergl. Y. Okuda, FulBn. 2.
%) F. Micheel u. G. Bode, B. 71, 2653 [1038;; F.Micheel, B. 72, 68 [1939].
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imidbestimmung etwas Alkyljodid. Unter unseren Bedingungen erhilt man,
wie Tafel 6 zeigt, nur Spuren. Diese sind ohne Bedeutung fiir die Methionin-
Werte von Proteinen, an deren Aufbau eines dieser beiden Vitamine beteiligt
ist. Auf der Cystein-Seite verursacht Aneurin gar keinen Feller, Lacto-

Tafel 1. Schwefelbilanzen,

Protein % Sgef.als | 9% Sgef. als | % S gef. als Summe % S gef. als
Methionin H,S Cystin % S ber. |Bariumsulfat
. 0.65 0.07 0.13 0.85 0.86
Casein ........ 0.65 0.07 011 0.83
0 vallvami 1.03 0.07 0.48 1.58 1.59
calbumin .. 1.04 0.06 0.4% 1.58
. . 0.20 0.02 0.28 0.50 0.49
Globin (Plerd). ‘{ 0.20 0.02 0.27 0.49
s 0.11 0.03 0.42 0.56 0.55
Globin (Hund) . { 0.11 0.02 0.43 0.56
i 0.12 0.18 3.18 3.48 —
nsam .12 0.18 3.23 3.53
. 0.66 0.05 0.47 1.18 1.20
Titel
Vitellin. ... { 0.64 0.05 0.48 117
Phalloidin . .. ... 0.75 0.11 4.03 4.80 4.629

flavin macht eine geringe Korrektur erforderlich. Ohne jede Stérung werden
sich Proteine analysieren lassen, die als prosthetische Gruppe Adermin
{(Vitamin Bg), Nicotinsdure-amid oder-Astaxanthin enthalten (Tafel 6).

Die unmittelbare Analyse von Himoglobinen ist kaum durchfithrbar.
Die Bestimmung des Methionins wird zwar durch Hamin nicht gestort,
wohl aber diejenige des Cysteins. Das Storende ist weniger das Eisen als
vielmehr das Porphyrin, das unter der Einwirkung der Jodwasserstoffsdure
ein Gemisch von Pyrrolen liefert, die gegen Jod in Eisessig nicht bestindig
sind. Der ,scheinbare Cystingehalt” von Hamin betrigt z. B. 229, von
Protoporphyrin-dimethylester 279, von Bilirubin 169%, (Tafel 6).
Diese Werte schwanken mit den Versuchsbedingungen merklich, so daf man
sie nicht gut als , Korrektur” beniitzen kann. Die erforderliche Korrektur
wiirde 4-—5 Atomen S je 1 Mol. Himoglobin (68000) entsprechen und zu
unsicher sein. Aus diesem Grunde sind wir ganz dazu iibergegangen, die
Himoglobine nur noch auf indirektem Wege zu analysieren, d. h. Methionin
und Cystein in den entsprechenden Globinen zu Dbestimmen. Dies
148t sich ohne Schwierigkeit sehr genau durchfithren und liefert stimmende
S-Bilanzen. '

Es ist selbstverstindlich, daB3 die auf Methionin zu priifende Substanz
frei von Alkoxyl-, Alkylimid- und andersartig an S gebundenen Alkylen
sein muB3. Bei der Analyse von Agar findet man z. B. 5.79%, ,,Methionin‘,

% . Lynen u. U. Wieland, A. 533, 93 [1937]; Mittelwert von 2 Amnalysen im
Perlenrohr nach Pregl; nach Carius wurde der S-Gehalt niedriger gefunden.
Berichte d. 1D, Chem. Gesellschaft. Jahrg., LXXII. 27
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die in Wirklichkeit einem Methoxylgehalt von 0.57%, CH, entsprechen. Der
in Form von Schwefelsiure-estern vorliegende S wird glatt als H,S
abgespalten und titriert. Auch beim Sulfanilamid (Prontosil) findet man
den gesamten S (18.69,) als H,S in der Vorlage, wihrend die im Kolben
zuriickbleibenden basischen Spaltstiicke durch ihren Jodverbrauch iiberdies
noch ,,Cystein” vortiuschen (Tafel6). Bei der Adenyl-thiomethyl-
pentose (Schmp. 2129 aus Hefe, R.S.CH,, liefert die Spaltung durch HJ
nur zu etwa 2/, Methyljodid, wihrend zu etwa 1/; Methyl-mercaptan ent-
steht. Die Triacetyl-thiomethylpentose (Schmp. 67—69% verhilt sich
genau so.

Aus diesen Beispielen ist ersichtlich, da das vorliegende Verfahren nicht
nur zur Bestimmung von Methionin und Cystein in Proteinen geeignet ist.
Es gestattet allgemein it kleinen Substanzmengen Anhaltspunkte iiber die
Bindungsart des Schwefels in Naturprodukten zu gewinnen.

Beschreibung der Versuche.

Apparatur und Ausfiithrung der Bestimmungen.

Die von H.D. Baernstein!®) angegebene Bestimmung der Schwefel-
verteilung in Proteinen wurde von uns nach einigen Verinderungen in fol-
gende Mikromethodik umgewandelt.

Die Apparatur (Abbild. 2) besteht aus dem Hydrolysengefil A und aus
den sich anschlieBenden Absorptionsgefiflen. In den Kolben A werden mit
Hilfe eines Wiagershrchens mit langem
Stiel 30-—60 mg (je nach Schwefel-
gehalt) des zu Thydrolysierenden
Proteins gebracht und mit 2 ccm frisch
itber KH,PO, destillierter Jodwasser-
stoffsiure (¢ 1.70) und 3 Tropfen mit
KH,PO, gesatt. HJ versetzt. Mit einein
Mikrobrenner wird der Kolbeninhalt
bis zum Sieden erhitzt und durch die Ca-
pillare langsam reinster Stickstoff hin-
durchgeleitet. Zur gleichmiBigen Er-
warmung des aufsteigenden Rohres wird
i der Mantel B mit 60—-70° warniem Was-

J . ser gefiillt. Das AbsorptionsgefiB C ent-

@ 4 hilt1cem einer walrigen 1-proz. Suspen-

Abbild. 2. Mikro-Apparatur zur Bestim- sion von rotem PhOSPhOT zum Zurtick-
mung der Schwefelverteilung in Proteinen. halten von etwa gebildetem Jod. Indas
Absorptionsgefal D wird 1 ccm einer

Losung, die 209, CdCl, und 209, BaCl, enthilt, gebracht, um den als H,S
iibergehenden Schwefel zu binden. Geringe Spuren von SO, werden durch das
BaCl, absorbiert. Das Gefdl E enthalt 1 cem gesatt. HgCly-Losung, um den
durch Zersetzung von Hypophosphit auftretenden PH, zu absorbieren. Die
folgenden 2 Absorptionsgefifle F und G enthalten je 2 ccm Eisessig, in dem
109, Kaliumacetat gelost sind, sowie je 6 Tropfen Brom (p.a. Merck),

1) Journ. biol. Chem. 115, 25 [1936].
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um das vom Methionin herrithrende CH,J zu Jodat zu oxydieren. Die ersten
3 Absorptionsgefalle werden in ein auf 50—60° gehaltenes Wasserbad ein-
getaucht. Wenn das Hydrolysat nach 1 Stde. noch orangerot bleibt und sich
nicht aufhellt, mul noch etwas von der mit KH,PO, gesitt. HJ-Losung
zugegeben werden. Die Hydrolyse und Uberfiihrung von Methionin in CH,J
wird in 5 Stdn. erzielt. Eine Verkiirzung der Reaktionszeit empfiehlt sich nicht,
da sonst leicht zu tiefe Methioninwerte gefunden werden. Es ist sehr wichtig,
daf} die Dichte der HJ nicht geringer ist als 1.70.

Methionin: Der Inhalt der beiden letzten Absorptionsgefale wird mit
25-proz. Natriumacetat-Losung auf 25 cem gebracht, nachdem man das iiber-
schiissige Brom mit Ameisensdure (6 Tropfen) entfirbt hat. ¥in aliquoter
Teil wird mit etwas festem KJ versetzt, angesiuert und mit n/,;,-Thiosulfat
titriert. 1 ccm n/y5-Thiosulfat entspricht 0.0992 mg Methionin.

H,8-Schwefel: In das Gefall D gibt man n/y5-Jod in Eisessig und 0.5 cem
2-n. HCl. Die Menge der Jodlésung mu so grof} sein, dafl, wenn alles gelbe
CdS verschwunden ist, was ungefahr 1/, Stde. dauert, die Losung noch orange
gefarbt bleibt. Der Inhalt des Gefafles wird mit n/,;,-Na,S,0, zuriicktitriert.
1 cem n/y5-Jod entspricht 0.064 mg Schwefel.

Cystein: Das fast farblose oder schwach gelblich gefirbte Hydrolysat
im Kolben A wird durch Nachspiilen mit Fisessig quantitativ in einen 5 cem-
MeBkolben gebracht. Ein aliquoter Teil oder die gesamte Menge wird in ein
Rundkélbchen gegeben und im Vak. im Wasserbad zur Trockne gebracht.
Der Riickstand wird in 0.3 ccm Wasser geldst. Das aus dem notwendigerweise
im Uberschull angewandten Hypophosphit mit HJ gebildete PH,J wird durch
Wasserzusatz zersetzt, wobel der auftretende PH; durch den Geruch wahr-
nehmbar ist. Man gibt jetzt 1 cem 30-proz. Essigsdure zu und dampft erneut
zur Trockne ein. Dies wird so oft wiederholt bis der Geruch nach PH, ver-
schwunden ist. Zu dem in 0.3 ccm Wasser geldsten Riickstand gibt man
3 cem Eisessig (p.a. Merck), mischt gut durch und versetzt mit ny,,-Jod
in Eisessig. Die Menge der Jodlgsung mul mindestens das Doppelte der fiir
die Reaktion notwendigen betragen. Man gibt unter kriftigem Schiitteln noch
soviel Wasser hinzu, dall eine Gesamtkonzentration von 909, Eisessig vorliegt
und 1468t 1 Min. stehen. Hierauf wird die Losung it Wasser langsam ver-
diinnt, bis die Essigsdurekonzentration nicht mehr als 509, betrigt und mit
Nigs-NapS,04 zuriicktitriert. 1 cem Jodlésung entspricht 0.480 mg Cystin
bzw. (0.484 mg Cystein.

Reagenzien: Die Jodwasserstoffsdure (d 1.70, zur Methoxyl-
bestinnmung nach Zeisel, p. a. E. Merck) wird mit Kaliumhypophosphit!)
(E. Merck) {etwa 1 g auf 25 ccmn) versetzt und unter Durchleiten von reinstem
Stickstoff in einer ganz mit Glasschliffen zusammengesetzten Apparatur
destilliert. Ftwa 5 ccm sollen im Kolben zuriickbleiben !2), Es kommt darauf
an, dall die Dichte der itbergegangenen farblosen Jodwasserstoffsiure nicht

1) Man kann auch roten Phosphor verwenden.

22) Dampft man zu weit ab, so kaun der dnrch Zersetzung des Hypopliosphits
entstehende Phosphorwasserstoff sich bei Zutritt von Luft entziinden. Dies erfolgt
meist von der Vorlage aus, wobei die Flamme durch den Kiihler zuriickschligt und
sich in der Apparatur roter Phosphor abscheidet.

27*



412 Kuhn, Birkofer, Quackenbush: [Jahrg. 72

unter 1.69 liegt13). Werden laufend Bestimmungen ausgefiihrt, so empfiehlt
es sich, das Reagens in Ampullen aus braunem Glas unter Stickstoff ein-
zuschmelzen und im Dunkeln aufzubewahren. Stehen 2 Apparaturen zur
Verfiigung, so daB3 man jeden Tag 2 Analysen ausfithren kann, so wihle man
5-ccm-Ampullen. Den Vorrat bemesse mau fiir nicht mehr als 1 Woche.

Die KH,PO,-gesittigte Jodwasserstoffsiure stellt man dar durch
Eintragen von etwa 0.1 g Kaliumhypophosphit in 10 ccm der kiuflichen
(d 1.70). Man schiittelt durch und 1483t stehen. Nach mehreren Minuten ist
die Entfirbung vollstindig. Dieses Reagens kann auch in einer Flasche aus
farblosem Glas im Tageslicht aufbewahrt werden.

Die n/y-Jod-Eisessig-Losung wird aus einer n/ -Stammidsung
{2.538 g Jod p. a. in 1000 ccm FEisessig p. a.) bereitet, deren Titer iiber Thio-
sulfat genau auf Kaliumbichromat eingestellt ist. Die Haltbarkeit der
Nfps5o-LOsung ist selbst im Tageslicht ausgezeichnet. Es ist bei Ausfithrung der
Cysteinbestimmungen zu beachten, dafl auch FHisessig p. a. von E. Merck
geringe Mengen von Jod verbraucht, durchschnittlich 0.01 cem #/,5-Jod
fiir 1 cem. Wir haben uns viel Mithe gegeben diesen Leerwert durch Destillation
des Eisessigs iiber Kaliumpermanganat, Chromsdure u. a. zu beseitigen, ohne
zu einem wirklich befriedigenden Ergebnis zu gelangen. Es ist am einfachsten,
den Jodverbrauch des jeweils angewandten Eisessigs experimentell zu er-
mitteln und in Rechnung zu stellen. Da fiir die einzelne Cysteinbestimmung
3 ccm EHisessig p. a. benétigt werden, betrigt die durchschnittliche Korrektur
nur 0.03 ccm 7/p5-

Bei der n/pp-Natriumthiosulfat-I,6sung, die wir von der kiuflichen
nf-Losung (E. Merck) ausgehend bereiten, ist darauf zu achten, daBl zum
Verdiinnen reinstes, doppelt dest. Wasser verwendet wird. Der Titer nimmt
dann im Laufe von 8—14 Tagen um nicht mehr als 2—49, ab.

Das fiir die Testanalysen verwendete Methionin war ein Priprarat von
¥. Hoffmann-La Roche, das unter 1 mm {iber P,O; aufbewahrt wurde.
In der Makro-Apparatur nach H. D. Baernstein wurde gefunden:

20.1 mg Sbst.: ¥/, der Vorlage verbr. 9.73 cem n/5-N2a,S,0, = 19.30 mg Methionin

{96.0% d. Th.). — 23.4 mg Shst.: !/, der Vorlage verbr. 11.60 ccm n/5-Na,$,0, —
23.01 mg Methionin (98.5 %, d. Th.).

In der Mikro-Apparatur ergab sich fiir dasselbe Priparat:

1.961 mg Sbhst.: Y/, der Vorlage verbr. 1.50 cem n/50-Na,S,0, = 1.86 mg Methionin
{95.09, d. Th.). — 2.040 mg Shst.: 1/; der Vorlage verbr. 1.55 cem n/5,-Na,S,0; =
1.92 mg Methionin (94.0 % d. Th.).

Das Cysteinchlorthydrat von Schering-Kahlbaum A.-G. (Reagens
nach O. Warburg, iiber P,O, getrocknet) war laut jodometrischer Titration
in 90-proz. Essigsiure 97—98-proz.:

2.500, 1.000, 1.166 mg Sbst. verbr. 3.85, 1.55, 1.81 ccm n/yy-Jod = 97.2, 97.6,
97.89% d. Th.

Tafel 2 gibt die in 70- bis 100-proz. Essigsidure gefundenen Werte fiir SH-
Glutathion und Cystein an, die in Abbild. 1 dargestellt sind, aber aus den
Kurven nicht mit geniigender Genauigkeit abgelesen werden kénnen.

13) Ide ersten iibergehenden cem liaben oft eine geringe Dichte.
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Das SH-Glutathion (F.Hoffmann-La Roche) erwies sich als
90-proz. (Tafel 2). Es wurde, wie auch alle anderen SH-Verbindungen, unter
reinstem Stickstoff (Osram A.-G.) in doppelt dest. Wasser, aus dem durch
reinsten Stickstoff die Luft verdringt worden war, gelost. Der Eisessig, der
zur Verdiinnung diente (E. Merck p.a.), war nicht entliiftet.

Tafel 2.
Konzen- je 0.792 mg SH-Glutathion je 0.476 mg Cysteinchlorhydrat
tration der mg mg
.3 v N 0 N ] 0, 4
Essigsdure | ccm nf250 gefunden % d. Th. j ccm n/250 gefunden % d. Th.
70 ‘3/0 0.70 0.856 168 0.77 0.485 101.8
8095 0.67 0.820 163.5 0.75 0.473 99.1
90 9, 0.62 0.764 96 0.75 0.473 99.1
100 9 0.62 0.760 96 G.75 0.473 99.1

Tafel 3 gibt 2 Beispiele fiir die gleichzeitige Bestimmung von: Methionin
und Cystin-dichlorhydrat in Gegenwart von Natriumsulfat.

Tafel 3.

Analyse kiinstlicher Gemische von Methionin, Cystin und Natriumsulfat.

mg ‘ cem nf250 } mg | o d. Th.
angewandt ;  verbr. i - gefunden f gefunden
' | {
Methionin. T ............... 0.853 | 5x1.66 i 0.827 i 96.7
Methionin IL ............... 0.853 | 3x1.65 ! 0.813 | 95.4
Natriumsulfat (Na,SO,) I... 0.470 ] 1.70 } 0.482 ‘ 102.5
Natrinmsulfat (Na,SO,) II... 0.470 | 1.71 | 0.485 i 103.2
|

Cystin-dichlorhydrat I...... 1.080 | 5x1.67 | 1.G51 j 97.2
Cystin-dichlorhydrat IT ... ... 1.080 | 5x1.68 , 1.058 | 98.0

Das Cystin-dichlorhydrat erhielten wir durch Lésen von Cystin
(0.5 g) in der berechneten Menge 2-n. Salzsiure und Zusatz von 300 ccm
Eisessig. Uber Nacht krystallisierte das Dichlorhydrat in langen glitzernden
Nadeln aus.

3.495 myg Sbst.: 3.210 mg AgClL
CeH,, 04N, S, 2 HCL.  Ber. Cl 22.68. - Gef. Cl 22.72.

Von den zahlreichen,\ an Cystin ausgefithrten Reduktionsversuchen, teilt
Tafel 4 diejenigen mit, aus denen der storende EinfluBl von Zinkacetat auf die
jodometrische Titration hervorgeht.

Die Bestimmungen des Gesamt-S erfolgten im Spiralrohr nach F. Pregl
unter Beriicksichtigung der zusdtzlichen Vorschriften von A. Friedrich'4),

YA Fricedrich u. O, Watzlaweck, Ztschr, anzalvt. Chenr. 8%, 401 119327,
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deren Befolgung fiir die Genauigkeit der FErgebnisse von grofler Bedeu-
tung ist.

52.77 mg Casein: 3.293 mg BaS0O,. Gef. 0.857 %, S. 51.866 mg Ovalbumin: 5.99 mg
BaS0,. Gef. 1.586 9 S. 35.870 mg Vitellin: 3.120 mg BaS0O,. Gef. 1.195 9% S. 56.370 mg
Globin (Hund): 2.250 ing BaSO,. Gef. 0.548 9, S. 30.260 mg Globin (Pferd): 1.060 mg
BaS0,. Gef. 04819, S.

Wir verdanken diese Analysen der Freundlichkeit von Frau Dipl.-Ing.
Jorgine Sprensen.

Tafel 4.
EinfluB von Zinkacetat auf die Titration von Cystein-chlorhydrat mit
Jod in 90-proz. Lssigsdure.
Je 1 cem = 0.575 mg Cysteinchlorhydrat; Gesamtvol. = 4.3 ccm 90-proz. Essigsdure.

Zinkacetat odverbrauch Cystein-HCl

Nr. (mg) ]ccm nf250 ?mg gef.) l % d. Th.
1 0 0.91 0.572 | 99
2 0 0.91 0.572 ! 99
3 10 0.94 0.592 103
4 10 0.95 0.598 | 104
5 20 1.02 0.643 \ 112
6 20 1.02 0.643 | 112
7 60 1.07 0.675 ‘ 118
8 69 1.06 0.667 116
9 150 1.27 | 0.800 139

Die Belegzahlen fiir die S-Bilanzen der T'afel 1 finden sich in Tafel 5.

Tafel 5.
T . 1 77\_;’ PR T
Protein mg | 1\{gﬁl19}11nl ~ st,”?h“efel o Cystin o
mg % mg % mg %

C . { 53.60 1.612 3.01 0.036 | 0.068 0.254 | 047
aseim..............

51.10 1.558 3.05 0.038 0.074 0.202 l 0.29

49.70 | 2.40 4.82 0.033 0.067 0.89 1.79
47.70 | 2.32 4.87 0.029 0.061 085 = 1.78

Oxyhimoglobin [} 49.90 | 0.468 0.94 0.013 | 0.027 ‘ —
(Plerd)............. i 47.30 | 0.456 | 0.97 0.012 | 0.024 —

| 5440 } 0.517 0.95 } 0.013 | 0.023 €.570 | 1.05

Eialbumin .........

Globin (Plerd) ...... \ 5364 | 0408 | 093 | 0010 | 0019 | 0.535 | 100
Oxyhimoglobin 53.50 | 0.268 | 0.50 | 0.014 | 0.026 —_—
(Hund) ............ 6290 | 0312 | 050 | 0018 | 0028 | —

. 53.82 [ 0.267 | 050 | 0.016 | 0.030 | 0.840 | 1.58

Globin (Hund)...... { 5418 | 0265 | 049 | 0.013 | 0.024 | 0.864 ' 1.59
|

Insalin 41.06 | 0226 | 055 | 0073 | 0178 | 490 | 11.01

""""""" 4389 | 0.z42 | 055 [ 0081 | 0184 | 530 1208

Vitellin f| 3830 | 119 | 310 | 0020 | 0051 | 0.68 | L76

"""""" t| 3000 | 117 | 300 | 0020 | 0051 | 070 - 178

Phalloidin ......... 30.30 | 1.060 | 3.51 | 0.034 | 0108 | 0458 < 15.10
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Das Casein nach Hammarsten (E.Merck) wurde, wie auch alle
folgenden Proteine bei 110° iiber P,O; zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Das Ovalbumin haben wir aus frischen Hithnereiern nach S. P. I,. S6rensen
und M. Hoyrup?®) dargestellt, 3-mal umkrystallisiert und gegen flieBendes
dest. Wasser erschopfend dialysiert, bis die AuBenldsung mit NeBlers Reagens
und die 5-proz. Innenlgsung mit Bariumchlorid keine Reaktion mehr gab.

Die Oxyhimoglobine aus Pferde- und Hundeblut wurden unter
Benutzung bekannter Vorschriften wie folgt gewonnen:

Das defibrinierte Blut wurde zentrifugiert, die untere Zellenschicht
4- bis 5-mal mit physiologischer Kochsalzlésung an der Zentrifuge gewaschen
und anschlieBend durch Anrithren mit dem doppelten Vol. Wasser himolysiert.
Je 100 cem der erhaltenen Losung wurden nach scharfem Zentrifugieren
langsam unter Rithren mit 20—25 ccm Alkohol versetzt und in den Eis-
schrank gestellt. Die Oxyhidmoglobin-Krystalle schieden sich gewdchnlich
innerhalb einiger Stunden aus. Die Mutterlauge wurde durch Zentrifugieren
entfernt und die Krystallmasse, die meist noch etwas Stromata enthielt,
in einem Rundkolben mit ?/; des Vol. der Mutterlauge an reinem Wasser
versetzt. Nach Zugabe einiger Tropfen Octylalkohol wurde der Kolben in
einem 30—35° warmen Wasserbade mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert.
Dabei geht bekanntlich das Oxyhidmoglobin in das leichter wasserldsliche
Himoglobin iiber. Nach Fiillen des Kolbens mit Stickstoff wurde die rot-
violette Hamoglobin-Losung in Zentrifugengliser gegossen, rasch mit Toluol
{iberschichtet und zentrifugiert, um die letzten Zellreste zu entfernen. Das
Toluol haben wir in einem Scheidetrichter abgetrennt und in die Hamoglobin-
16sung 30 Min. lang Sauerstoff eingeleitet. Die tiefrote Oxyhamoglobinlosung
wurde wieder mit 20—259, Alkohol versetzt und zur Krystallisation in den
Eisschrank gestellt. Jedes Oxyhidmoglobin-Priparat wurde fiir die Analysen
3-mal in der angegebenen Weise umkrystallisiert.

Die Globine haben wir in Anlehnung an T. N. Schulz) und
E. Kaiser!”) folgendermaBen dargestellt:

Fine etwa 5-proz. Losung von frisch hergestelltem, noch feuchtem, 3-mal
umkrystallisierten Oxyhdmoglobin wurde mehrere Stunden bei 0° stehen-
gelassen und anschliefend bei méglichst niedriger Temperatur zentrifugiert
bzw. filtriert. Je 300ccm der eiskalten Losung wurden in einen Scheidetrichter,
der 160 cem Alkohol und 300 ccm Ather von 09 enthielt, gegossen. Zu dieser
Mischung gaben wir unter Kiihlen und Schiitteln langsam 10 ccm kalte
n/,-HCl und schiittelten weitere 1—2 Min. kriftig. Der Scheidetrichter
wurde hierauf in ein Hisbad gestellt, bis sich die Schichten getrennt hatten.
Die untere wifrige Schicht wurde abgelassen und die Extraktion des Hamins
mit je 50 ccm Alkohol und 100 ccm Ather 2-mal, immer in der Kilte, wieder-
holt. Die klare, fast farblose, wiBrige Globin-Ldsung wurde im Vak. von Ather-
resten befreit und mit »/;-Ammoniak schwach alkalisch gemacht. Das aus-
fallende Globin wurde nach Stehenlassen im Eisbad abzentrifugiert, in Wasser
suspendiert und erschopfend gegen dest. Wasser dialysiert. Zur Analyse

15) Ztschr. physiol. Chem. 103, 16 11918
18} Ztschr. physiol. Chemn. 24, 449 180
1%y Biochem. Ztschr. 192, 58 11928 |
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haben wir wie in allen anderen Féllen bei 110° (P,O;, 14 mm) ge-
trocknet.

Das untersuchte Insulin verdanken wir dem Werk Héchst der 1.-G.
Farbenindustrie A.-G. Die Wirksamkeit des Priaparates betrug 21 internat.
Einh. in 1 mg. Das Vitellin wurde nach H. O. Calvery und A. Whitel®)
aus Figelb dargestellt.

Fiir die Uberlassung des von F. I,ynen und U. Wieland aus Knollen-
blatterpilzen gewonnenen Phalloidins haben wir Hrn. Geheimrat Prof. Dr
H. Wieland zu danken.

Der Rockefeller- Foundation sprechen wir fiir ein, Hrn. F. W.
Quackenbush gewidhrtes Stipendinm unseren besten Dank aus.

Tafel o.
Hi Methionin H,5-Schwefel Cystin
« in-
Substanz waage fcom /250 |, ccm y cem o/
Na, 8,0, | |wj250-],] 7 |nf250-],| 7

Aneurinchloridchlor- 31.0 5x0.56 0.90 0.80 0.16 0 [t

hydrat .......... 34.3 5%0.63 0.91 0.75 0.14 4] 0
Luctoflayi 12 .34 5%0.53 2.13 0 0 2.20 8.56
ACLOTIAMIL & 1219 | 5%049 | 2.00 0 0 217 | 8.55

5 2.56 0 {0 0 0 0 0

Aderminchlorhydrat . { 2.08 0 0 0 0 0 0

Nicotinsiureamid 3050 | 5x0.2t | 0.38 0 0 0 0

jecounsaureamia .- 4 2920 | 5x0.19 | 032 0 0 0 9
Himin ............ 2.02 — e — e 0.92 21.9
Protoporphyrin . .. .. 2.02 — —- e - 1.15 27.3
Bilirubin........... 1.95 5x0.08 2.04 0 0 0.66 16.3

. 3.14 0 0 0 0 0 &

Astexanthin ... ... { 286 0 0 0 0 0 0

Methyl

A 314 5% 3.62 0.57 1.20 0.25 0.35 0.33
gar ...l 313 | 5x3.65 | 0.58 130 | 027 | 030 | 046

Prontosil 12.4 0 0 35.50 18.35 4.01 15.6

TOREOSEL oo 17.2 0 0 47.60 | 17.70 | 407 | 114

CH,-SH-Scuwefel

Adenyl-thio-methyl- 3.624| 5x214 | 2.95 1.09 | 3.95 0 D

pentese....... ... 2,706 5x2.27 3.07 1.20 4.16 Q0 0

Triacetyl-thio- 1 2.674] 5x1.58 2.96 0.80 3.84 0 0

methylpentcse . . .. i 3.0001 53x1.71 2.85 0.84 3.59 0 [

%) Journ. biol. Chem. 94, 635 71931/321.





