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72. Richard Kuhn, Leonhard Birkofer und Forrest  Ward 
Quackenbu s h  : Jodornetrische Titration von SH-Gruppen; Mikro- 
methode zur Bestimmung von Cystein und Methionin in Proteinen. 
'.%us (1. Kaiser-~ilhrlni-rnsti tut  iiir Jledizin. hrschung, Heidelberg, Institut fur Chemie. 

(,Eingegangen aiii 18. Januar 1939.) 

Die von A. Kekul6 und E. Linnemannl )  entdeckte Rildimg von 
I hsulfiden aus Mercaptaneii (Mercaptiden) und Jod haben schon viele 
Forscher 2) zu einer quantitativen titrimetrischen Bestimmung von SH- 
Gruppen heranzuziehen versucht . Insbesondere fur die Bestimmung von 
Cystein und von SH-Glutathion in waBrigen Losungen ist dieses Verfahren 
wiederholt angewandt morden, obwohl die Reaktion nicht stiichiometrisch 
verlauft und besondere, enipirisch ermittelte , ,Verdiinnungsfaktoren" der 
Herechnung der Ergebnisse ziigrtiiidegelegt werden mufiten. Die Abweichungen 
von der Theorie kommen dadurch zustande, daG bei der Einwirkung von Jod 
auf die Sulfhydrylverbindungen nicht nur die Uisulfide, sondern auch Sulfen- 
sauren, Sulfinsauren und Sulfonsauren gebildet werden3). Der Jodverbrauch 
ist stets vie1 zu hoch und das Ergebnis von den Versuchsbedingungen stark 
abhangig. Verbessert wurde das Verfahren durch T. F. 14avine4), der 
die Titration unter Stickstoff in 0.5- bis 1.5-n. Jodwasserstoffsaure sehr 
langsani ausfiihrt. Nan hat auch schon in nicht waBrigen Losungen, z. B. in 
I~oamylalkohol~) gearbeitet ; auch unter diesen Bedingungen ging die Oxp- 
dation uber die Stufe des Disulfids hinaus6). 

Wir haben nun gefunden, daB man i n  Eisessig d i e  Dehydr i e rung  
von Sul fhydry lverb indt ingen  z u  Disulf iden d u r c h  Jod  genau  
s toch iomet r i s ch ,  rasch tinct auch init sehr geringen Substanzmengen aus- 
fiihren kann, ohne daB es nijtig ist, den Sauerstoff der 1,uft auszuschlieflen. 
A u s  L4bhild. 1 ist der Einf luB de r  Ess igsaure-Konzent ra t ion  auf die 
j odometrische Bestimmung von 'l'hiomilchsaure, SH-Glutathion und Cystein 
ersichtlich. Man erkennt, daW schon in 70-proz, Essigsaure die theoretischen 
Werte praktisch erreicht werden. Fur die Bestiiiiniung von Cystein in EiweiB- 
hydrolysaten ist dies von Wichtigkeit, weil sich die bei der Hydrolyse ent- 
stehenden Gemische von Aminosauren in reinem Bisessig meist nicht, in 
wasserhaltiger Essigsaure dagegen ohne Ausnahme gut losen. Xus diesem 
(.;runde verwenden wir als Lijsungsmittel 90-proz. Essigsaure. 

Man lal3t z. B. 0.2-~-0..5 mg Cystein-chlorhydrat mit mindestens dem 
doppelten der erforderlichen Jodinenge 1 Min. bei etwa 200 stehen, verdunnt 

1) A .  12.3, 277 [ISfiLj. 
2) Y. Okut1a, Journ. Bioclieinistry a, 217 1192.51 (C. 1936 I ,  1462); €-I. 13. B a e r n -  

s t c i n ,  Journ. biol. Chem. ll.;, 2.5 11036'; K. H. S l o t t a  u. \V. F o r s t e r ,  13. 7 1 ,  lOdL 
-19381; A ,  Schiiberl 11. 1.'. Krriiiiey, 13. 7 1 .  2361 119381; 1 3 .  Kasse l l  u. fi:. I i r n n t l ,  
Journ. biol. Cherii. 126, 14.5 10 

3, K. Sl i inoharn,  Joiirxi. I XSII j1932~;  1). G .  Simonsen ,  Jouru, 
b id ,  Chein. 101, 35 i19331: (;. rii. biol. Chem. 122, 27 :19371. 

4, Journ. biol. Chein. 104, I41 . a. 13. Kassel l  ti. 15. Brand .  Jour~i .  1)ioI. 
Cheni. 125, 145 [193Xj. 

6, G .  Toetinis ,  Journ. biol. Clieiii. 122, 27 j1937j. 
G, Fiir weitere BIetho(leu zur Bestiiniiiiing vou SH-Gruppen sei auf die zusaminetl- 

f:issende Darstellung voii K .  Shiiioliara, Journ. biol. Chem. 109, 66.5 L1935j verwiesen. 
5. a. K. Kiihn LI. P. I ) e s ~ i n e l ~ c ,  Ztschr. ph>-siol. Chem. %;I, 14 3 9 3 8 ; .  
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mit deiii gleichen Voluinen Wasber und titriert iiiit ,,,-Natriumthiosulfat 
mriick Man kann das Jod in C)O-proz Essigsaare auch 10 Min einwirken 
lassen es  andert sich an dem Ergebnis nicht5 

Liegt Cystin vor, so niuB erst eine Reduk t ion  zu Cysteiii ausgefdhrt 
i\ erdeii. Zu diesem ZwecBe habeii wir iiii Bereich unserer Mikroversuche 
Zn, Xg, H,S, SO,, KCK und KH,PO, angen andt Die Reduktionswirkung 
des Zinks7) ist eine gute, aber leider mird die jodometrische Bestinimuiig 
durch Ziriksslze, wie Tafel 4, zeigt, gestiirt. Auch andere Metallsalze storen 

Am hestenbewahrthat sichdas von H. L). Baerns te in2)  euipfohlene Kaliuin- 
hypophosphi t .  Gegen geringe Xengen von Phosphoniumjodid bzm-. 
Phosphorwasserstoff, die bei deni Verfahren von H. D. Bae rns t e in  nicht 
st6ren, ist jedoch die Mikromethode recht empfindlich. Es ist notwendig, 
durch wiederholtes Abdanipfen des Protein-Hydrolysats init Wasser his znr 
'I'rockne diese Zersetzungsprodukte des Hypophosphits restlos zu beseitigen. 
SchlieBlich ist es erforderlich, durch Verdampfen mit 30-proz. Essigsaure 
auch noch dafiir ZII sorgen, da13 das aus dem Methionin des Proteins ent- 
standene l'hiol ac ton  als solches erhalten hleibt, und nicht ganz oder teilweise 
in Homocys te in  ubergeht. 

Unter Herucksichtiguiig all dieser Umstande gelingt es, init groller 
Genauigkeit iiiikro-analytisch in Proteinen Methionin und Cystein zu 
bestiiimen. Die fur Casein, Ovalbumin, Globin, Insulin, Vitellin und 
Phalloidin gefundeiien Werte sind aus Tafel 1 ersichtlich. Man erkennt, dali 
die Summe des als Methionin, als H,S und als Cystin gefundenen Schwefels 
init den1 als BaSO, bestimmten Gesamt-S vorziiglich iibereinstimmt. Die 
,%ufstellung van S-Bilanzen, gegen die neuerdings verschiedene Redenken 
erhoben worden sind8), erscheint uns nicht nur als gerechtfertigt, sondern als 
wichtige Aufgabe der Protein-Chemie. 

Aneurin (Titamin B,) und Lac to f l av in  (Vitaniin B2) gebeii bekanntlich 
heini Erhitzen mit Jodwasserstoffsaiure unter den Bedingungen der Xethyl- 
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irnidbestimmung etwas Alkyljodid. Vnter unseren Bedingungen erhalt man, 
wie Tafel 6 zeigt, nur Spnren. 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 Fehler. Lacto- 

T a f e l  1.  S c h w e f e l b i l a n z e n .  

yo S gef . als I Methionin Protein 

{I Insulin . . . . . . . . 

Vitrllin . . . . . . . . 

Phalloidin . . . . . . 

0.6.5 
0.65 

1.03 
1.04 

0.20 
0.20 

0.1 1 
0.11 

0.12 
0.12 

0.66 
0 ~ 64 

0.75 

7' S gef. als 
HSS 

0.07 
0.07 

0.07 
0.00 

0.02 
0.02 

0.03 
0.02 

0.1 8 
0 18 

0.05 
0.05 

0.1 1 

yo S gef. als 
Cystin 

0.13 
(1.1 1 

0.48 
0.48 

0.18 
0.27 

0.42 
0.43 

3.18 
3 . 2 3  

0.47 
0.4s 

4.03 

Summc 
0; S ber. 

0 85 
0 81 

158  
1 5 s  

0 50 
0 49 

0.56 
0 56 

148 
3 51 

1 18 
1 1 7  

4 s9 

?& S gef. als 
3 ariumsulf a t  

flax-in niacht eine geringe Korrektur erforderlich Ohne jede Storung werden 
sich Proteine analysieren lassen, die als prosthetische Gruppe Ader min 
(Vitamin B,) , Nico t i ns a n r  e- ami  d oder .As t ax a n  t h i  n enthalten (Tafel 0). 

Die unmittelbare Analyse von Hanioglobinen ist kaum durchfiihrbar 
Die Bestimmung des Methionins wird zwar durch Hamin nicht gestiirt, 
nohl aber diejenige des Cysteins. Das Storende ist weniger das Eisen  als 
Tielmehr das P o r p h y r i n ,  das unter der Einwirkung der Jodwasserstoffsaure 
ein Gemisch von Pyrrolen liefert, die gegen Jod in Eisessig nicht bestandig 
i n d .  Der ,,scheinbare Cy$tingehalt" von Hamin  betragt z. B 22./,, von 
Pro toporphyr in-d imethyles te r  27'$b, von Bi l i rub in  1 6 O ,  (Tafel6). 
Diese Werte schwanken mit den Versuchsbedingungen rnerklich. so dafi man 
sie nicht gut als ,,Korrektm" beniitzen kann. Die erforderliche Korrektnr 
wiirde 4--5 Atomen S je 1 Mol Hamoglobin (68000) entsprechen und zu 
unsicher sein. Aus diesem Grunde sind wir ganz dazu ubergegangen, die 
Harnoglobine nur noch auf indirektem Wege zu analysieren, d. h. Methionin 
und Cystein in den entsprechenden G 1 obi  n e n zu bestimmen. Dies 
lailJt sich ohne Schwierigkeit sehr genau durchfiihreti and liefert sthmende 
S-Bilanzen. 

Es ist selbstverstandlich. da13 die auf Methionin zii priifende Substanz 
frei von A41koxyl-, Alkylimid- nnd andersartig an S gebundenen Alkylen 
sein mu13 Bei der Analyse von Agar  findet man z €3 5.i0,O ,,Methionin", 

9) P. 1,ynen u I- Wie land ,  A 5x3, 93 11937,; Mittelwert von 2 Atialyseti i t i i  

I'erlenrohr nach Pregl ,  nach Car ius  nurde der S-Gehalt niedrig-er gefunden 
ncrichte d. I). Chem Gciellst h i f t .  Jahrq I SXI!  27 
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die in Wirklichkeit einem Methoxylgehalt von 0.57 yo CH, entsprechen. Der 
in Form von S c hw e f e 1 s ail r e - es t e r  n vorliegende S wird glatt als H,S 
abgespalten und titriert. Auch beim Sul f  an i lamid  (Prontosil) findet man 
den gesamten S (18.6%) als H,S in der Vorlage, wahrend die im Kolben 
zuruckbleibenden basischen Spaltstucke durch ihren Jodverbrauch iiberdies 
noch ,,Cystein" vortauschen ('l'afel 6). Bei der Adenyl - th iomethyl -  
pentose  (Schmp. 212O) aus Hefe, R.S.CH,, liefert die Spaltung durch HJ 
nur zu etwa 21, Methyljodid, wahrend zu etwa l,', Methyl-mercaptan ent- 
steht. Die Tr i ac  e t yl-  t h i  ome t h y l  p e n t  o se (Schmp. 67-69O) verhalt sich 
genau so. 

Bus diesen Beispielen ist ersichtlich, daW das vorliegende Verfahren nicht 
nur zur Bestimmung von Methionin und Cystein in Proteinen geeignet ist. 
Es gestattet allgemein mit kleinen Substanzrnengen Anhaltspunkte iiber die 
Rindungsart des Schwefels in Naturprodukten zu gewinnen. 

Beschreibung der Vcrsuche. 

A p p a r a t u r u n d A u s f ii h r u n  g d e r B e s t i m mu n g e n. 
Die von H. D. BaernsteinlO) angegebene Uestinimung der Schwefel- 

verteilung in Proteinen wurde von Tins nach einigen Veranderungen in fol- 
gende Mikromethodik unigewandelt . 

Die Apparatur (Abbild. 2) besteht aus dem HydrolysengefaiW A und aus 
den sich anschlieoenden Absorptionsgefakien. In den Rolben ,4 werden mit 

Hilfe eines Wagerohrehens mit langem 
Stiel 30---60 mg (je nach Schwefel- 
gehalt) des zu hydrolysierenden 
Proteins gebracht und mit 2 ccni frisch 
uber KH,PO, destillierter Jodwasser- 
stoffsaure (d 1.70) und 3 Tropfen init 
KH,PO, gesatt. HJ versetzt. Mit einem 
Mikrobrenner mird der Kolbeninhalt 

Zuni Sieden erhitzt und durch die Ca- 
' pillare langsam reinster Stickstoff hin- 
~ durchgeleitet. Zur gleichinaBigen Er- 
i warmung des aufsteigenden Rohres wird 
1 der Mantel R mit 60- -70° I+-arniem Was- 

gefiillt. Das Absorptionsgefall C ent- 
t 1 ccm einer waf3rigen 1 -proz. Suspen- 

-4bbild. 2. Mikro-Apparatur zur Bestim- sion von roten1 Phosphor Zuni Zuriick- 
mung der Schwefelverteilung in I'roteinen. halten von etwa gebildetens Jod. In  das 

AbsorptionsgefaW 1) wird 1 ccni einer 
Losung, die 20°/0 CdCl, und 20% BaC1, enthalt, gebracht, mil den als H,S 
iibergehenden Schwefel zu binden. Geringe Spuren ron SO, werden durch das 
BaC1, absorbiert. Das GefaW E enthalt 1 ccm gesatt. HgCl,-I,ijsung, um den 
durch Zersetzung von Hypophosphit auftretenden PH, zu absorbieren. IXe 
folgenden 2 Absorptionsgefakie F und G enthalten je 2 ccni Eisessig, in den1 
lo./, Kaliumacetat gelost sind, sowie je fl Tropfen Bran (p. a.  JIerck), 

lo) Journ. biol. Chem. 11.5, 75 [1936]. 
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um das vom Methionin herriihrende CH,J zu Jodat zii oxydieren. Die ersten 
3 AbsorptionsgefaBe werden in ein auf 50--G0° gehaltenes Wasserbad ein- 
getaucht. Wenn das Hydrolysat nach 1 Stde. noch orangerot bleibt und sich 
nicht aufhellt, mul3 noch etwas von der init KH,PO, gesatt. HJ-Losung 
zugegeben werden. Die Hydrolyse und Uberfiihrung von Nethionin in CH,J 
wird in 5 Stdn. erzielt. Eiiie Yerkiirzung der Reaktionszeit empfiehlt sich nicht, 
da sonst leicht zu tiefe Methioninwerte gefunden werden. Es ist sehr wichtig, 
daW die Dichte der HJ nicht geringer ist als 1.70. 

Methionin : Der Inhalt der beiden letzten Absorptionsgefafie wird niit 
25-proz. Natriumacetat-Losung auf 25 ccin gebracht, nachdem nian das iiber- 
schussige Brom rnit L4meisensaure (6 Tropfen) entfarbt hat. Bin aliquoter 
Teil m;ird mit etwas festem K J versetzt, angesaiuert und rnit n/,,,-Thiosulfat 
titriert. 

H,S-Schwef el  : In  das GefaB D gibt mann/,,,-Jod in Eisessig und 0.5 ccrn 
2-n. HC1. Die Menge der Jodlosung mu0 so groW sein, dal3, wenn alles gelbe 
CdS verschwunden ist, was ungefahr ',I2 Stde. dauert, die Losung noch orange 
gefarbt bleibt. Der Inhalt des Gefafies wird mit n],,,-Ka,S,O, zuriicktitriert. 
1 ccin nIzao- Jod entspricht 0.064 nig Schwefel. 

Cystein : Das fast farblose oder schwach gelblich gefarbte Hydrolysat 
ini Kolben A wird durch Nachspiilen init Eisessig quantitativ in einen 5 ccm- 
MeBkolben gebracht. Ein aliquoter Teil oder die gesamte Menge wird in ein 
Rundkolbchen gegeben und im Vak. im Wasserbad ziir Trockiie gebracht. 
I k r  Riickstaiitl vvird in 0.3 ccm Wasser gelost. Das atis dem notwendigerweise 
ini l%erschuB angewandten Hypophosphit mit H J gebildete PH, J wird durch 
Wasserzusatz zersetzt, nmbei der auftretende PH, durch den Geruch wahr- 
nehmbar ist. Man gibt jetzt 1 ccni 30-proz. Essigsaure zu und dampft erneut 
m r  l'rockne ein. Dies wird so oft wiederholt his der Geruch nach PH, ver- 
schwunden ist. Zu deni in 0.3 ccni TiTiasser gelosten Riickstand gibt man 
3 ccm Eisessig (p. a. Merck), mischt gut durch und versetzt niit y~!,~,-Jod 
in Eisessig. Die Menge der Jodlosurig mu13 rnindestens das Doppelte der fur 
die Keaktion notwendigen betragen. Man gibt unter kraftigeni Schiitteln noch 
soviel Wasser hinzu, dafi eine Gesamtkonzentration von 90 yo Eisessig vorliegt 
und lafit 1 Min. stehen. Hierauf wird die Liisung xnit Wasser langsani ver- 
diinnt, bis die Essigsaiurekonzentration nicht mehr als 50 o/o betragt und niit 
~~~i,,,-Na,S,O, zuriicktitriert. 1 ccni Jodliisung entspricht 0.480 mg Cpstin 
hzw. 0.484 nig Cystein. 

Keagenzien : Die Jodv\-asserst.offsaure (d 1.70, zur illethoxyl- 
bestiniinung nach Zeisel, p. a. 11. Merck) wird mit Kaliunihy-pophosphitll) 
(E. Merck) (etwa 1 g auf 25 ccm) versetzt und unter Durchleiten von reinsteni 
Stickstoff in einer ganz mit Glasschliffen zusamniengesetzten Apparatur 
destilliert. Etwa 5 ccm sollen in1 Kolben zuriickbleibenl~), E:s Bomint darauf 
an, daQ die Tlichte der iibergegangenen farblosen Joclwasserstoffsaure nicht 

1 ccm n/,,,-Thiosulfat entspricht 0.0992 ing Methionin. 

11) Mm k:mn aucli rotel! Phosphor verwcnclcn 
I L )  Ikxnrpft maii zii weit all, so L a m  der dnrch Zersetzung cles Hypophosphits 

rntstehtntlc I'hosplior~~.asserstoff sich 1x4 Zutritt von Luft entziinden. Dies erfolgt 
iiicist \-on drr \-orlage aus,  wobei clic 171ai111!1e durch den Kiihler zuriickschlaigt und 
sich in dcr ;\pp;i:atur rotcr Phospho: ::bx!i::i(?et. 

27* 



412 K u h n ,  B i y k o f e r ,  Quackenbush:  LJahrg. 72 

unter 1.69 lie@ 13). Werden laufend Bestimmungen ausgefiihrt, so empfiehlt 
es sich, das Reagens in Anipullen aus braunem Glas unter Stickstoff ein- 
zuschmelzen und im Dunkeln aufzubewahren. Stehen 2 Apparaturen zur 
Verfiigung, so daI3 man jeden Tag 2 Analysen ausfiihren kann, so wahle man 
5-ccm-Ampullen. Den Vorrat beniesse man fur nicht mehr als 1 Woche. 

Die KH,PO,- ges a t t i g t e Jodwasserstoffsaure stellt man dar darch 
Eintragen von etwa 0.1 g Kaliumhypophosphit in 10 ccin der kauflichen 
(d 1.70). Man schiittelt durch und lafit stehen. Nach mehreren Minuten ist 
die Entfarbung vollstandig. Dieses Reagens kann auch in einer Flasche aus 
farblosem Glas im Tageslicht aufbewahrt werden. 

Die n!250- Jod-Eisessig-Losung wird aus einer nl,,-Stammlosung 
(2.538 g Jod p. a. in 1000 ccm Eisessig p. a.) bereitet, deren Titer iiber Thio- 
sulfat genau auf Kaliumbichromat eingestellt ist. Die Haltbarkeit der 
n/,,,-Losung ist selbst im Tageslicht ausgezeichnet. Es ist. bei Ausfiihrung der 
Cysteinbestimmungen zu beachten, daB auch Eisessig p. a. von E. Merck 
geringe Mengen von Jod verbraucht, durchschnittlich 0.01 ccm n,/,,,-Jod 
fur 1 ccm. Wir haben iins vie1 Miihe gegeben diesen Leerwert durch Destillation 
des Eisessigs iiber Kaliumpermanganat, Chromsaure u. a. zu beseitigen, ohne 
zu einem wirklich befriedigenden Ergebnis zu gelangen. Es ist am einfachsten, 
den Jodverbrauch des j eweils angewandten Eisessigs experimentell zu er- 
mitteln und in Rechnung zu stellen. Da fur die einzelne Cysteinbestimniung 
3 ccm Eisessig p. a. benotigt werden, betragt die durchschnittliche Korrektur 
nur 0.03 ccm n/250. 

Bei der ~~ / , , , -Na t r iumth iosu l f a t -Los~~ng ,  die wir von der kauflichen 
n/,-Losung (E. Merck) ausgehend bereiten, ist darauf zu achten, daB zum 
Verdunnen reinstes, doppelt dest . Wasser verwendet wird. Der Titer nimmt 
dann im Laufe von 8-14 Tagen urn nicht mehr als 2-4% ab. 

Das fur die Testanalysen verwendete Methionin war ein Praprarat von 
F. Hoffmann-La  Roche,  das unter 1 mm iiber P,O, aufbewahrt wurde. 
In  der Makro-Apparatur nach H. D. Baerns te in  wurde gefunden: 

20.1 mg Sbst.: */4 der Vorlage verbr. 9.73 ccm n/,,-Na,S,O, = 19.30 mg Methionin 
(96.0 d. Th.). -- 23.4 mg Shst.: 'I4 der Vorlage verbr. 11.60 ccm n/,,-Sa,S,O, ~ 

23.01 nip Methionin (98.5 % d. Th.). 

In der Mikro-Apparatur ergab sich fur dasselbe Praparat: 
1.961 mg Shst.: l/s der \-orlagc vrrbr. 1.50 ccm n/,,-Na,S,O, = 1.86 m g  Methionin 

,(95.0 % d. Th.). - 2.040 mg Shst.: I/, der Vorlage verbr. 1.55 ccm n/,,-Na,S,O, = 

1.92 mg Methionin (94.0 % d. '1'h.j. 

Das Cysteinchlorhydrat von S c her i  ng- Ka  h l  b a u m  A.-G. (Keagens 
nach 0. War  bu rg ,  iiber P205 getrocknet) war laut jodonietrischer 'Titration 
in 90-proz. Essigsaure 97--98-proz. : 

2.500, 1.000, 3.166 nig Sbst. vcrbr. 3.S5, 1.55. 1.81 ccm n/,,,-Jod : 97.2, 97.6, 
97.8 % d. Th. 

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

13) T)ie erstcn ubergehenden ccm liaben oft eine geringe Dichte. 
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0.77 
0.75 
0.75 
0.75 

Das SH-Glutathion (F. Hoffmann-La  Roche) erwies sich als 
96-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 I,uft verdrangt worden war, gelost. Der Eisessig, der 
m r  Verdiinnung diente (5;. Merck p. a.), war nicht entliiftet. 

0.485 
P.473 
0.473 
0.473 

T a f e l  2. 

Konzcn- 
tration der 
Essigsaure 

je 0.792 mg SH-Glutathion 

ccm n/Z50 

0.70 
0.67 
0.62 
0.62 

mg 
gefunderi 

0.856 
0.820 
0.76d 
0.760 

% d. Th. 

I L8 
103.5 
96 
96 

je 0.476 mg Cysteinchlorhydrat 

% d. Th. 

1111 .x 
99 1 
99.1 
99.1 

Tafel .1 gibt 2 Beispiele fur die gleichzeitige Bestinimung von Met hionin 
und Cystin-dichlorhydrat in Gegenwrirt von Nntriun~sulfat . 

Tafe l  3. 

A n a l y s e  k i ins t l ichcr  Gemische  v o n  M e t h i o n i n ,  C y s t i n  u n d  h - a t r i u m s u l f a t .  

I mg I ccni n/250 ~ my "/, d. Th. I angewandt I verbr. I gefutiden 1 gefutiden 

i 
I 

. . . . . . . . . . . . . . .  0.853 5x1.66 1 0.827 96.7 

. . . . . . . . . . . . . . .  0.853 ~ 3 ~ 1 . 6 5  ~ 0.813 ~ 95.4 
Methic;nin I 
Nethionin I1 

Natriurnsulfat (Na,SO,) I 
Natriumsulfnt (Na,SO,) I1 1.71 0.485 ~ 103.2 

Cystin-dichlorhydrat 11 1.1'80 5 ~ 1 . 6 8  I 1.('58 I 98.0 

1.70 ~ 0.482 ~ 1112.5 

I 
I 

Cystin-dichlorhydrat I . . . . . .  1.(>80 , 5 ~ 1 . 6 7  ~ l.ii51 1 97.2 

Ilas Cys t in -d ich lo rhydra t  erhielten mir durch Losen von Cystin 
(0.5 g) in der berechneten Menge 2-n. Salzsaure und Zusatz von 300 ccni 
Eisessig. fjber Nacht krystallisierte das nichlorhydrat in langen glitzernden 
Xadeln aus. 

3.495 nig Sbst. 

Von den zahlreichen, an Cystin ausgefuhrten Reduktionsversuchen, teilt 
Tafel4 diejenigen mit, aus denen der stiirende EinfluB von Zinkacetat auf die 
jodometrische Titration hervorgeht. 

Die Bestinirnungen des Gesamt-S erfolgten im Spiralrohr nach F. I'regl 
unter Reriicksichtigung tler zusatzlichen I7orschriften von A. Fri  edrichi4), 

3 210 nip AgCI. 
CGH1,O,N,S,, 2 HCI. Ber. C1 22.68. Gef. C1 22.72. 
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deren Befolgung fur die Genauigkeit der Ergebnisse von grofier Bedeu- 
tung ist. 

52.77 m g  Casein: 3.293 mg BaSO,. Gef. 0.857 % S .  51.866 mg Ovalbumin: 5.99 ing 
BaSO,. Gef. 1.586 % S. 35.870 mg Vitellin: 3.120 mg BaSO,. Gef. 1.195 % S. 56.370 mg 
Globin (Hund): 2.250 m g  BaSO,. Gef. 0 548 % S. 30.260 mg Globin (Pferd): 1.060 mg 
BaSO,. Gef. 0.481 % S. 

Wir verdanken diese Analysen der Freundlichkeit von Frau Dip1.-Ing. 
Jorgine Sa re nsen. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

T a f e l  4. 
E i n f l u B  r o i l  Z i n k a c e t a t  auf d ie  T i t r a t i o n  v o n  C y s t e i n - c h l o r h y d r a t  m i t  

J o d  i n  90-proz.  E s s i g s a u r e .  
Je 1 ccrn = 0.575 mg Cysteinchlorhydrat; Gesamtvol. = 4.3 ccm 90-proz. Essigsaure. 

0 
0 

10 
10 
2 0 
20 
6 )  
6'1 

I50 

YO d. Th. Zinkacetat Jodvcrbrauch I Cystein-HC1 ~ 

ccm nj250 , (mg gef.) , 
0.91 
0.91 
0.94 
0.95 
1.02 
1.02 
1.07 
7.( 6 
1.27 

0.572 
0.572 
0.592 
0.598 
0.643 
0.643 
0.675 
0.667 
0.8 )O 

99 
99 

103 
104 
112 
112 
118 
116 
139 

Die Belegzahlen fur die S-Bilanzen der Tafel 1 finden sich in Tafel 5. 

Ta fe l  5. 

Protein 

Case in  . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  i 

1 
1 
1 
{ 

E i a l  b u m i n  

0 x y h a mo g 1 o h i n  I 
(Pferd). . . . . . . . . . . . .  I 

. . . . . .  G l o b i n  (Pierd) 

0 x y h Bm o gl  o b i n 
(Hmd) . . . . . . . . . . . .  

. . . . . .  G l o b i n  (Hun?) 

I n s u l i n . .  . . . . . . . . . . .  

I 
V i t e l l i n  . . . . . . . . . . . .  { 

I 

P h a 11 o id  i n  , , . . , . , , 

.53 60 
51 10 

49 70 
47 70 

49 00 
47 30 

54 40 
5-1 64 

53 50 
62 03  

53 82 
54 18 

41 06 
43 89 

38 30 
39 ( 0  

30 30 

Methionin 
~~ 

"g.  

1.612 
1.558 

2.40 
2.32 

0.468 
0.456 

0.517 
0.498 

0.268 
0.312 

0.267 
0.265 

0.226 
0.242 

1.19 
1 1 7  

1.060 

O i  / o  

3.01 
3.05 

4.82 
4.87 

0.91 
0.97 

0.95 
0.93 

0.50 
0.50 

0.50 
0.49 

0.55 
0.55 

3.10 
3.00 

3.j1 

mg 
0.036 
0.038 

0.033 
0.029 

0 013 
0.('12 

0.013 
0.010 

0.014 
0.01s 

0.016 

- 

0 (113 

0.073 
0.081 

0.020 
0.020 

0.034 

"10 

0 068 
0 074 

0 067 
0 061 

0.027 
0 024 

0 023 
0 019 

0 026 
0 028 

0 030 
0 024 

0 178 
0 784 

0.051 
(s 051 

0 I ox 

-- I 
c.570 , 1.05 
0.535 I 1.00 

0.849 1 5 8  
0 864 1 3  

4 01) 11 91 
j 30 1 2 0 8  

0 6 h  1 1 7 6  
0 70 1 7 8  

045X l i  10 

I 
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Das Casein nach H a m m a r s t e n  (E. Merck) wurde, wie auch alle 
folgenden Proteine bei 110O iiber P,O, zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Das Ovalbumin  haben wir aus frischen Hiihnereiern nach S. P. L. Sorensen 
und M. Hoyrup15) dargestellt, 3-ma1 umkrystallisiert und gegen fliegendes 
dest. Wasser erschiipfend dialysiert, bis die Adenlosung mit Nef3 le r  s Reagens 
und die 5-proz. Innenlosung mit Bariumchlorid keine Reaktion mehr gab. 

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

Das defibrinierte Blut wurde zentrifugiert, die untere Zellenschicht 
4- bis 5-ma1 mit physiologischer Kochsalzlosung an der Zentrifuge gewaschen 
und anschliefiend durch Anruhren mit dem doppelten Vol. Wasser hamolysiert . 
Je 100 ccm der erhaltenen Losung wurden nach scharfem Zentrifugieren 
langsam unter Ruhren mit 20-25 ccni Alkohol versetzt und in den Eis- 
schrank gestellt. Die Oxyhamoglobin-Krystalle schieden sich gewohnlich 
innerhalb einiger Stunden aus. Die Mutterlauge wurde durch Zentrifugieren 
entfernt und die Krystallmasse, die meist noch etwas Stromata enthielt, 
in einem Rundkolben mit 2/3 des Vol. der Mutterlauge an reinem Wasser 
versetzt. Nach Zugabe einiger Tropfen Octylalkohol wurde der Kolben in 
einem 30-3.50 warineu Wasserbade mit der Wasserstrahlpunipe evakuiert. 
Dabei geht bekanntlich das Oxyhamoglobin in das leichter wasserlosliche 
Hamoglobin iiber. Nach Fiillen des Kolbens mit Stickstoff wurde die rot- 
violette Hamoglobin-Losung in Zentrifugenglaser gegossen, rasch mit Toluol 
uberschichtet und zentrifugiert, urn die letzten Zellreste zu entfernen. Das 
Toluol haben wir in einem Scheidetrichter abgetrennt und in die Hamoglobin- 
liisung 30 Min. lang Sauerstoff eingeleitet. Die tiefrote Oxyhamoglobinlosung 
wurde wieder mit 20-25% Alkohol versetzt und zur Krystallisation in den 
Eisschrank gestellt. Jedes Oxyhamoglobin-Praparat wurde fur die Analysen 
3-mal in der angegebenen Weise umkrystallisiert . 

Die Globine haben wir in Anlehnung an It. N. SchulzlG) und 
E. Kaiserl') folgendermaflen dargestellt: 

Eine etwa 5-proz. Losung von frisch hergestellteni, noch feuchteni, 3-mat 
umkrystallisierten Oxyhanioglobin wurde mehrere Stunden bei Oo stehen- 
gelassen and anschlieWend bei moglichst niedriger Temperatur zentrifugiert 
bzw. filtriert. Je 300ccm der eiskalten Losung wurden in einen Scheidetrichter, 
der 160 ccm Alkohol und 300 ccm Ather von Oo enthielt, gegossen. Zu dieser 
Mischung gaben wir unter Kuhlen und Schiitteln langsam 30 ccm kalte 
n/,-HCl und schdttelten weitere 1 -2 Min. kraftig. Der Scheidetrichter 
wurde hierauf in ein &bad gestellt, bis sich die Schichten getrennt hatten. 
Die untere a-aflrige Schicht u urde abgelassen und die Extraktion des Hamins 
:nit je 50 ccni Alkohol und 100 ccm Ather 2-mal, immer in der Kalte, wieder- 
holt. Die klare. fast farblose, cvaflrige Globin-Losung wurde im Vak. von Ather- 
resten befreit und mit n',-Ammoniak schwach alkalisch gemacht . Ilas aus- 
fallende Globin wurde nach Stehenlassen im Eisbad abzentrifugiert, in Wasser 
suspendiert und erschiipfend gegen dest. n'asser dialysiert Zur Analyse 
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cm n/250 
Sa,S,O, 

5 x 0.56 
5 x 0.63 

5 x 0.53 
5 x 0.49 

0 
0 

5 x 0.21 
5 x 0.19 
._ 

.- 

5 x 0.08 

0 
0 

Xethyi 

haben wir wie in allen anderen Fallen bei 1100 (P,O,, 14 mm) ge- 
trocknet. 

Das untersuchte Insu l in  verdanken wir den1 Werk Hochs t  der I.-(;. 
Farben indus t r i e  =2.-C>. Die Wirksamkeit des Praparates betrug 21 internat. 
Einh. in 1 mg. Das Titellin wurde nach H. 0. Calvery  und A. White'*\ 
aus Eigelb dargestellt. 

Fur die Uherlassuiig des von I:. 1,ynen und U. Wie land  aus Knollen- 
hlatterpilzen gewonnenen Phal lo id ins  haben wir Hrn. Geheimrat Prof 1)r 
H. Wie land  zu danken. 

Der Rockefeller - I ~ o u i i d a t i o n  sprechen wir fur ein, Hm. 1:. \I7. 
Quackenhush gewahrtes Stipendium unseren besten Dank aus 

T a f e l  0. 

Substanz 

Aneurinchloridchlor- 
hydrat . . . . . . . . . . 

Lactoflay. in 

A d e  minchlorhydrnt . 

Nicotinsaureamid . , . 

Hamin . . . . . . . . . . . . 
ProtoporFhyriii . . . . . 
Bilirubin . . . . . . . . . . . 

Ask san:hin . . . . , . . 

Agar . . . . . . . . . . . . . . 

Prontosil 

Adenyl-thio-me hy!- 
kentcse . .  . 

Tri-cetyl-thio- 
me thylpentcse 

Bin- 
waage 

31 .0 
34.3 

12.34 
12.19 

2.50 
2.9s 

30.50 
29.20 

2.02 

2.02 

1.95 

3.11 
2.80 

31.4 
31.3 

12.4 
17.2 

3.bZ-C 
2.706 

-3.674 
3.008 

Methionin 

5 x 3.62 
5 x 3.65 

0 
0 

5 x 2.14 
5 x 2.27 

5 x 1.58 
5 x 1.71 

~ 

o/ " 

0.90 
0.91 

2.13 
2.00 

0 
0 

0.38 
0 32 

._ 

-_ 

2.04 

0 
0 

0.57 
0.5s 

0 
0 

2.9.5 
3.07 

2.96 
1 8 5  

ccm 
$250- J 

0.80 
0.75 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

__ 
- 

0 

0 
0 

1.20 
1 3 0  

35.50 
47.60 

H,-SH 
1.09 
1.20 

0.80 
0 x4 

o/ i 0  

0.16 
0.11 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

U 

0 
0 

0.25 
0.27 

18.35 
17.70 

ch wef t 
3.95 
4.16 

3.84 
3.59 

C ;in 
~ 

ccm 
t/250-J - 

0 
0 

2.20 
2.17 

0 
0 

0 
0 

0.92 

1.15 

0 66 

0 
0 

0 35 
0 30 

4.01 
1 07 

0 
0 

0 
0 

(1 
0 

8.56 
8.55 

0 
0 

0 
3 

21 9 

27.3 

16.3 

0 
11 

0 . 3  
0 4fi 

15 6 
11 4 

I )  
11 

0 
(1 

' 8 )  Joum. b i d .  Chein. 94,. 63.5 ;l931/32; 




