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152. Alfons Schéberl: Uber die Isolierung von Lanthionin aus
vorbehandelter Schafwolle *).

[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Wiirzburg.
(Eingcgangen am 19. Juli 1943.)

Bei der Untersuchung der Reaktionsfihigkeit der Disulfidbirdungen in cystin-
haltigen Naturstoffen, besonders in Keratinen, bei der Einwirkung alkalischer Lésungen
hat sich auf Grund von systematischen Modellversuchen aus neuerer Zeit ein prinzipieller
Wancel in der Problemstellung ergeben. Was Arbcitsziel und -technik anlangt, so standen
zunichst analytische Gesichitspunkte und dic Reaktionskinctik im Vordergrurde. In-
dessen beginnen siclhi jetzt auch durch Versuche zugirgliche, priaparative Fragen auf
diesem Arbeitsgebiet, das etwa bei der Schafwolle wissenschaftlich und technisch inter-
essiert, abzuzeichmnen. Die vorliegende Mitteilung soll einen priparativen Beitrag zu
Problemen, die in unserem Arbeitskreis seit geraumer Zeit studiert werden?), liefern.

Wie seit langem bekannt ist, filhrt der Alkaliangriff auf das Keratin der Schaf-
wolle?) als Folge der Labilitit der hier reichlich vorhandenen SS-Bindungen der ein-
gebauten Cystinreste zu einer Abspaltung von Schwefel in Form von Schwefelwasser-
stoff. Beimn Wollkeratin, wie auch bei anderen Proteinen, Cystin und Cystinderivaten
mall man zunichst der Hohe dieser Schwefelabspaltung die Hauptbedeutung bei und
erblickte hierin das Kennzeichnende dieser Vorginge?). So war in den vergangenen
Jahrzehnten das Problem des labilen Schwefcls in Eiweillstoffen entstanden.

In Modellversuchen an ciner Reilie von Disulfiden verschiedener Struktur lernten
wir in den letzten Jahren diese H,S-Abspaltung aber als Folgereaktion charakteristischer
Umsetzungen an SS-Bindungem kennen und verstehen, ja es wurden sogar Beispiele,
wie etwa SS-Glutathion und Dialanyl-cystindianhydrid bckanntt), in denen Natronlauge
wohl starke Verinderungen an den SS-Gruppen, aber praktisch keine H,S-Bildung aus-
léste. Damit wurde das Schwergewicht der Reaktionen auf das Studium der Umwandlung
des disulfidiscli gebundenen Schwefels in andere Bindungsformen des Schwefels beim
Alkaliangriff verlagert. Die erste Feststellung betraf die Entstehung von Sulfliydryl-
gruppen aus den SS-Bindungen aller untersuchten Disulfide, die analytisch erfaBbar
waren, und deren Triger (Thiole) priaparativ abgetrennt werden kénnen. Es darf
liier fermer auf die Isolierung einer Sulfinsidure, etwa von Benzolsulfinsiure bei der
Alkalispaltung von Phenyldisulfid, hingewiesen werden, worauf in friiheren Arbeiten
mehrfach aufmerksam gemacht worden war®). SchlieBlich war noch von urs auf Grund
eingehender Diskussionen der an 8S-Bindungen ansetzenden Haupt- und Folgercaktionen,
die sehr verwickelt sind, aber eine Fundgrube fiir benierkenswerte Umsetzungen auch
von allgemeiner Bedeutung darstellen, mehrfach (bereits im Jahre 1939) die Mdéglichkeit
der Bildung von Thioatherbindungen erwihnt worden®). Der priparative Nachweis
solcher neuer Schwefelverbindungen kann dadurch gestort sein, daf3 diese selbst wiederum
in den alkalischen Lésungen, beispielsweise unter Abspaltung von Schwefel, weiter-

*) VIII. Mitteil. in der Untersuchungsreihe ,,Reaktionsfihigkeit und Bau der
Schafwollfasern‘’; VII. Mitteil.: Biochem, Ztschr. 313, 214 [1942].

1) Vergl. Schiéberlu. Rambacher, Biochem. Ztschr, 306, 269 [1940] und friihere
Mitteilungen.

%) Wenn hier der Begriff Wollkeratin benutzt wird, so soll dies den Baustoff jener
Fasern im allgemeinen bedeuten, oline daBl damit die durch das Vorhandensein ver-
schiedenar Zellarten gegebene Inhomogenitit der Wollfasern iibersehen wird. Jedoch
ist festzuhalten, daf die Hauptmasse feiner Wollhaare durch das Keratin der Spindel-
zellen dargestellt wird.

8) Vergl. Schéberlu. Hornung, A. 534, 210 [1938]; ferner Hornung, Dissertat.
Wiirzburg 1938,

4) Schiéber]l u, Rambacher, A. 538, 84 [1939].

%) Vergl. Schéberl u. Eck, A. 322, 97 [1936].

¢) Rambacher, Dissertat. Wiirzburg 1939; Schéberl, Angew. Chem. 54, 313
[19417.
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reagieren oder abgebaut werden. Man erkennt aus diesen Uberlegungen ohre weitercs
die Notwendigkeit der Auswahl geeigneter Reaktionsbedingungen zur Erfassynrg be-
stimmter Zwischenstufen des Alkaliangriffes.

Mit besonderem Nachdruck hatten wir bei unscren Untersuchungen iiber die Ein-
wirkung von heillem Wasser und von Alkalien auf Schafwolle die Tatsache der weit-
gehenden Umwandlung der SS-Bindungen bei nur geringer Abnahme des Gesamtschwefel-
gehaltes herausgestellt und durch Ermittlung einer Schwefelbilanz auch zahlenmiBig
erfafit!). Aus den Versuchen konnte mit Sicherleit auf die Anwesenheit betrichtlicher
Mengen von neuen Schwefelverbindungen in vorbehandelter Schafwolle geschlossen
werdenn. Aber auch in Rolhwollpraparaten fanden wir Unterschiede im Gesamt- und
Cystinschwefel, und wir schlugen die Bestimmung dieser beiden GréBen in dem sog.
,,Schwefelbilanzverfahren' zur Festlegung des Xaserzustandes und zur Uberpriifung
von Veredelungsverfahren zwecks Nachweis von Faserschiddigungen vor. Beispiels-
weise lagen in einer Versuchsreihe mit Wolle nach einer HeiBwasserbehandlung nur noch
run-t 50 %, des Gesamtschwefels als Cystin, also in Form von SS-Bindungen vor, und in
wasserlgslichen Anteilen aus dem Wollkeratin betrug dieser Cystinschwefel gar nur mchr
um 309%. Auch bei einer eben abgeschlossenen Untersuchung iiber die Behandlung
von menschlichen Haaren mit Natronlauge, iiber die in Kiirze berichtet werden soll,
fielen abgebaute Keratinpriparate mit iiber 4 %, Schwefel, aber mit sehr geringem Cystin-
gehalt an. So wurde das Problem der priparativen Isolierung von Trigersubstanzen
des nicht disulfidisch gebundenen Schwefels aus Keratinen, die an ihren SS-Bindungen
eine hydrolytische Aufspaltung erlitten, immer vordringlicher.

7Zu der erdrterten Fragestellung lieferten Horn, Jones und Ringel?) einen be-
merkenswerten Beitrag. Die amerikanischen Autoren beschrieben im Jahre 1941 die
Isolierung eines neuen, bisher unbekannten Thiodthers aus Schafwolle, die in der
Siedehitze mit verdiinnter Sodalésung vorbehandelt worden war, und bestitigten damit
die von uns ausgesprochenc Vermutung der Bildung cines solchen Verbindungstyps
bei der Alkalibehandlung von Xeratin. Gleichzeitig bewiesen du Vigneaud und
Brown?®) durch Synthese?) die Struktur dieses Thiodthers, der als Lanthionin be-
zeichnet wurde!?), und studierten seine verschiedenen stereoisomeren Formen., Lan-
thionin leitet sich formal vom Cystin durch Absp engung eines S-Atoms ab (I):

HO,C.CH(NH,).CH,.S.CH,.CH(NH,).CO,H
I

Horn, Jones und Ringel haben weiterhin gezeigt!!), daB Lanthionin auch lei der
Sodabehandlung anderer cystinhaltiger Keratine und Proteine, wic menschlicher Haare,
Federn und Lactalbumin entstcht?), und daB eine allgemeine Alkaliwirkung und keine
spezifische Wirkungsweise der Soda vorliegt. Denn Lanthionin liel sich aus Wolle bzw.
Haaren auch nach Behandlung mit verdiinnter Natronlauge oder Natriumsulfidlésung
gewinnen. Beide inaktiven Formen des Lanthionins und zwar die Mesoform und die
etwas leichter 16sliche Racemnform konnten aus den Proteinen abgetrennt werden?3).

Die Sodabehandlung von Schafwolle scheint fiir eine sich anschlieBende Isolierung
neuer Schwefelverbindungen, die der Reaktionsfihigkeit der Cystin-SS-Bindungen ihre
Entstehung verdanken, besonders giinstig zu sein. Dies geht aus der von uns ermittelten
Schwefelbilanz eincr solchen Reaktion, die das Schicksal der $S-Bindungen festlegt,

7) Journ. biol. Chem. 138, 141 [1941)].
8) Journ. biol. Chem. 138, 151 [1941]; 140, 776 [1941].
®) Vergl. auch Kuhn u. Quadbeck, B. 76, 527 [1943].
) Die Bezeichnung geht auf einen Vorschlag von du Vigneaud zuriick.
1) Journ. biol. Chem. 139, 473 [1941]; 144, 87 [1942].
12) Kiirzlichh wiesen du Vigneaud, Brown u. Bounes (Journ. biol. Chem. 141,
707 [1941)) die Bildung von Lanthionin auch bei der Einwirkung von Soda oder Natron-
lauge auf Insulin nach, .
13) Horu, Jones u. Ringel, Journ. biol. Chen. 144, 93 [1942].
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hervor%). Die Bestimmungen hierbei erstreckten sich auf den als Schwefelwasserstoff
oder in_elementarer Form abgespaltenen Schwefel und auf Cystin- und Gesamtschwefel-
gehalt. Die starken Verinderungen am Wolleschwefel durch Sodalésungen ermittelt
auch eine Untersuchung von El6d, Nowotny und Zahn'¥), in der die Geschwindig-
keit des Angriffes auf jene funktioyellen Gruppen eingehender untersucht wurde8).
Fragen priiparativer Natur haben EI6d und DMitarbeiter nicht verdffentlicht. Hin-
sichtlich der S-Bilanz kénnen wir aus unseren Zahlen die gleichen Folgerungen wie diese
Autoren zielien.

Bei 1-stdg. Kochen von Wolle mit 0.07-mol. Sodalésung, wobei zwar dic Faser-
struktur erHalten bleibt, aber eine starke mechanische Faserschidigung erfolgt!?),
gingen 409, des Wolle-S in die Flotten, und nach S-Bestimmungen an den behandelten
Fasern lag der Schwefelumsatz bei 339,. In der Hauptsache wird woll in den Flotten
Sulfidschiwefel und elementarer Schwefel vorgelegen haben!8). Auf Grund von Cystin-
bestimmungen betrug der Cystinumsatz1?) 71 %, woraus sich errechnete, dal von1 Gesamt-
schwefel dieser behandelten Fasern nur melir 329 als Cystin und 2/;in anderen Bindungs-
formen vorlagen.

Der nicht mehr disulfidisch gebundene Schwefel in mit Sodaldsung behandelter
Wolle ist zuniindest zu einem groflen Teil in Form von Lanthionin anwesend. Nach
der von Horn, Jones und Ringel angegebenen Methode gelingt die Isolierung dieses
Thiodthers aus Eiweil nach unseren bisherigen Erfalirungen recht gut. Das Verfahren
ist dadurch charakterisiert, da I.anthionin zusammen mit anderen schiwer léslichen
Aminosiuren (beispielsweise Cystin) aus der alkoliolischen Losung der Hydrochloride
mit Pyridin gefallt wird. Ubrigens 140t sich nach dieser , Pyridinmethode* auch das
Cystin aus salzsauren Hydrolysaten ziemlich quantitativ abtrennen. Mesolanthionin
ist wegen seiner charakteristischen dreieckigen Krystalle auch in Aminosiuregemischen
gut erkennbar.

Wie schon erwilmt, gliickte die Isolierung von Lanthionin bisher aus Wolle oder
Haaren nach einer Vorbehandlung mit Sodalésung, Natriumsulfidlésung oder Natron-
lauge. In einer friiheren Arbeit war nun vor Jahresfrist iiber die Einwirkung von Ammo-
niak auf Wolle berichtet worden 2), Im Verlaufe dieser Untersuchung hatten sich auch
hierbei starke Verinderungen an den SS-Bindungen ergeben, und es fielen Wollpraparate
an, in denen ein groBer Teil des Gesamtschwefels nicht mehr disulfidisch gebunden
vorlag, und die ein geeignetes Versuchsmaterial fiir eine priparative Weiterarbeit dar-
stellten. Wir vermuteten auch in solchen Wollekeratinen die Anwesenheit von Lan-
thion n. Diese Vermutung erwies sich, wie bereits kurz berichtet?®¢), als zutreffend.

14) Vergl. auch Hoffmann, Journ. biol. Chem. 63, 251 [1925].

1) Melliand Textilber. 23, 58 [1942].

16) Am 4, November 1941 unterrichtete ich Hrn. E16d unter Hinweis auf die
statken Verdnderungen am Wolle-S brieflich von unseren Untersuchungen iiber die Soda-
cinwirkung auf Wolle. Hr. El1&d teilte mir dann am 8. November 1941 mit, dal er sich
im Anschlufl an die Mitteilung von Horn, Jones u. Ringel gleiclifalls mit diesem
Problem beschiftigt habe. Der Beginn unserer Untersuchungen liegt vor dem Bekaunt-
werden jener amerikanischen Arbeiten. Jedoch konnte seinerzeit aus dulleren Griinden
die notwendige systematische Bearbeitung nach den in unseren Modellversuchen fest-
gelegten Gesichtspunkten nicht geleistet werden. Uber Teilergebnisse wurde vor dem
Bezirksverein des VDCh in Frankfurt am 19. Februar 1942 und auf der Arbeitstagung
des Arbeitskreises fiir Firbereitechnik in Briinn am 11. April 1942 berichtet.

1) F16d, Nowotny u. Zahn (Klepzigs Text.-Ztschr. 45, 663 [1942]) haben solche
Faserschiidigungen durch Sodabehandlung auch zalilenmiBig festgelegt.

18) Sehr wahrscheinlich erschei t auch die Anwesenheit geringer Mengen von orga-
nisch gebundenem Schwefel. E16d und Mitarbeiter stellten die Hoéhe der 16sliclien Woll-
anteile, die selbstverstindlich S-haltig sein konnen, fest.

19) Bezogen auf den tatsichlichen Cystingehalt der Rohfaser, nicht auf den aus
dem Gesamt-S-Gehalt errechneten.

2) Schéberl, Biochem. Ztschr. 318, 214 [1942].
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Die als Ausgangsmaterial benutzte NH,;-Wolle?!) besal bei einem
Gesamtschwefelgehalt von 1.65%, nur mehr rund die Hilfte dieses Schwefels
in disulfidischer Bindung. In der Tat lieferte die Aufarbeltung des Hydroly-
sates dieser NH,-Wolle nach der ,,Pyridinmethode” in guter Ausbeute eine
nicht elnllelthche Krvstallisation, die auf Grund der ermittelten S-Bilanz
nur zu 43.49 aus Cystin bestand, wahrend der Rest eine andere schwefel-
haltige Verbindung darstellen mufite. Die S-Verteilung in diesem Substanz-
gemisch entsprach also véllig jener im Ausgangsmaterial. Die Trennung der
schwefelhaltigen Stoffe durch fraktionierte Krystallisation erwies sich als
nicht moglich. Es war uns aber bereits bekannt, dafl Cystin und Lanthionin

_in ihren Léslichkeitseigenschaften einander sehr dhnlich sind.

Wir geben hier zwei priparativ anwendbare Methoden zur bequemen
Trennung von Cystin und Lanthionin bekannt. Die eine beruht darauf,
daB nur N.N’-Dibenzovl-cystin ein vor allem bei Gegenwart iiberschiissiger
Natronlauge schwer 1dsliches Natriumsalz bildet®?). Die Abtrennung
von Cystin gelingt so in einem Arbeitsgang, und es erscheint méglich, dal
dieses Natrium-Salz auch in anderen Fillen zur Abscheidung von Cystin
geeignet ist.

Die zweite Methode benutzt die spezifische Umsetzung der SS-Bindung
des Cystins mit Kaliumcvanid nach folgender Gleichung?3):

R.S.S.R + KCN = R.SK + NC.S.R.

Die in ammoniakalischer Losung hinreichend rasch verlaufende Reaktion
fithrt zur Bildung von Thiol und Rhodanid, die beide im Gegensatz zu Cystin
selbst leicht 16slich sind?4). Siuert man daher solche Systeme mit Essigsiure
an, so fillt nur das schwer 16sliche Lanthionin, dessen Thioitherbindung
nattirlich nicht mit dem Cyanid reagiert, aus. Diese einfache Reinigung
fiir Lanthionin ist deswegen von Interesse, weil bei der Alkalibehandlung
etwa von Keratinen nicht eine véllige Umsetzung simtlicher Cystinreste an-
gestrebt zu werden braucht und dann zunichst Geniische von Cystin und
Lanthionin anfallen.

Die gemachten Erfahrungen fiihrten bei dem oben erwidhnten Misch-
krystallisat aus der NH;-Wolle ebenfalls zum Erfolg. Auch hier gelang nach
Abtrennung des Cystins als Natrium-Salz seiner Dibenzoylverbindung glatt
die Isolierung von Lanthionin als Dibenzovlderivat. Damit ist nunmehr
auch bei der Einwirkung von Ammoniak auf Schafwolle die
Bildung von Lanthionin durch den Versuch erwiesen.

Im Zusammenhang mit den von uns untersuchten Fragen wire eine
Methode zur quantitativen Bestimmung von Lanthionin erwiinscht. Bei
dem Versuch, die von Baernstein am Methionin entwickelte und auf einer
Aufspaltung mittels Jodwasserstoffsiure beruhenden Methode auf Lanthionin
zu iibertragen, zeigte es sich, daf} die Thiodatherbindung des Lanthionins nur
sehr schwer von konz. Jodwasserstoffsiure angegriffen wird?). Unter den
Bedmgungen der Methioninbestimmung fanden wir nur 5% Cystin nach

2y So wird die mit konz. AmmomaL Lésung -behandelte Wolle kurz bezeichnet.
2) Siehe vorangeherde Mitteil,, B. 76, 6+ [1943].
) Vergl. Schéberl u. Ludwig, B 90, 1422 [1937;.
2) Vergl. auch Brown u. du Vigneaud, Journ. biol. Chemn. 140, 767 [1941] und
Biochem. Ztschr. 313, 220, Anm, 5 [1942].
%) Vergl. Biochem. Ztschr. 313, 228, Anm, 2 [1942].
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg, LXXVT, 63
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6-stdg. Reaktion. Auch mit der von X6g! und de Man?) angegebenen und
beispielsweise an Thiophan-a-carbonsidure studierten Methode der Oxydation
mittels Kaliumpermanganats in sodaalkalischer Losung zur Bestimmung von
thioitherartig gebundenem Schwefel machten wir bis jetzt beim Lanthionin
keine giinstigen Erfahrungen.

Man kann schon aus den bisher vorliegenden Ergebnissen die Folgerung
ziehen, dall zur Erzielung einer maximalen Lanthioninausbeute bei der Be-
handlung von Proteinen mit alkalischen IGsungen die Einhaltung gewisser
Reaktionsbedingungen notwendig ist. Die wesentlichen Faktoren scheinen
Alkalikonzentration, Temperatur und Reaktionsdauer zu sein, jedoch kénnen
hier erst weitere Versuche eine endgiiltige Kldrung bringen. Auch der an
anderer Stelle erdrterte Meclhianismus der Lanthioninbildung, iiber den es
noch keine durch Versuche gesicherten Vorstellungen gibt, regt zu neuen
Untersuchungen an. Nach beiden Richtungen werden unsere Arbeiten
fortgesetzt.

Die Auffindung von Lanthionin als einer neuen schwefelhaltigen Amino-
sdure in wenn auch vorbehandelten Proteinen kann als direkte Folge der
Bemiihungen, die Umwandelbark=it der SS-Bindungen verstehen zu lernemn,
angesehen werden und erweckte erneut das Interesse am Stndium schwefel-
haltiger Naturstoffe, Die hier neu auftauchende Méglichkeit der Bildung einer
Thiodtherbindung wird nicht zuletzt fiir gewisse Fragen des Faserbaues bei
der Wolle und fiir Stoffwechselvorgange zu diskutieren sein.

Fiir die Untersuchungen standen Mittel aus dem Textilférderungs-
werk der Wirtschaftsgruppe Textilindustrie zur Verfiigung. Ich
méochte auch hier fiir diese Unterstiitzung unserer Arbeiten vielmals danken.

Beschreibung der Versuche.

1) Darstellung von [-Cystin aus Schafwolle nach der ,,Pyridinmethode”:
100 g hafttrockne Schafwolle (Kammzug AfAA, australische Merinowolle) mit einem
photometrisch ermittelten Cystingehalt von 9.19, wurden mit 300 ccm konz. Salzsiure
15 Stdn. im Olbad (130° unter Riickflufl gekocht. Das tiefbraune, filtrierte Hydrolysat
lie sich nach Verdiinnung mit Wasser durch mehrfaches, langeres Schiitteln mit jeweils
etwa 5 g Aktivkolle (Carboraffin C) entfirben. Das nur mehr blalgelbe Hydrolysat
wurde im Vak. zu einem dicken Sirup eingeengt, den man wiederum in 200 ccm Athanol
aufnahm. Nach erneuter Abdestillation wurde schlieBlich der Riickstand in der Hitze
mit insges. 1 I absol. Athanol aufgenommen. Nunmehr setzte man tropfenweise Pyridin
2u, bis keine Fillung mehr erfolgte, wozu etwa 25 cem nétig waren. Die dichten, weiflen
Flocken setzten sich im Verlaufe von 1 Stde, gut ab, so dal abgehebert werden konnte.
Die Fillung wurde mehrials mit absol. Athanol durchgeriihrt, schlieBlich abgenutscht,
nochmals mit Alkohol gewaschen und im Exsiccator getrocknet: 23 g staubtrocknes
Pulver. Zur Reinigung kochte man das Pulver mit 100 ccm Wasser aus, wobei das Cystin
ungelést blieb und aus der eiskalten Losung abzentrifugiert wurde. Das Rohprodukt
wurde aus salzsaurer Losung durch Zugabe von gesittigter Natriuinacetatlésung uni-
gefillt, wobei die Fillung durch Zusatz von Aceton (100 ccm auf 200 cem Losung) ver-
vollstandigt wurde. SchlieBlich saugte man das Cystin ab, wusch griindlich mit heilem
Wasser, zum Schlul mit Methanol und Ather. Ausb, 5.5g. :

2) Einwirkung von Sodalésung auf Schafwolle: Benutzt wurde

eine fabrikgewaschene Schafwolle, und zwar ein Kammzug des Sortimentes
A/AA (australische Merinowolle) mit einemi Gesamt-S-Gehalt von 3.649

2¢) Ztschr. physiol, Chem, 269, 93 [1941].
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(Mittelwert aus 3 Verbrennuugen) und einem Cystingehalt von 10.19,%)
(0-stdge. Hydrolyse von 400.7 bzw. 443.1 mg Wolle mit 6-n. H,SO,, wobei
10.2 und 10.05%, Cystin gefunden wurden). In einem 2-I-Schliffkolben kochte
man in 2 Ansdtzen je 90.2 g (Trockengewicht) des zerzupften Kammzuges
mit 1500 cem 0.07-mol. Sodaldsung 60 bzw. 90 Min. unter Riickflufl. Die
heille Sodaldsung farbte sich schon sehr bald und war nach Beendigung des
Kochens recht intensiv gelb gefirbt28). Die orangefarbenen Flotten, die
betrichtliche Mengen von Sulfid-S enthielten, wurden soweit als moglich
abgegossen und in verschlossenen Tlaschen aufbewahrt. Die behandelten
Wollen wurden tiichtig mit Wasser gewascheu, etwas abgeprefit und an der
Tuft getrocknet. Sie waren der Ausgangswolle gegeniiber stirker gelb, waren
stark verfilzt und hatten im Griff erheblich gelitten. An manchen Stellen
zeigten sich verklebte und besonders briichige Fasern?®). Der Gewichts-
verlust der Tasern wurde nicht bestimmt. Die Haare firbten sich beim
Frwirmen mit alkalischer Plumbitlésung tiefschwarz.

Bestimmung von Gesamt-S in den Flotten: Je 100 ccm der Flotten
wurden zunichst nach Zugabe von geniigend 2-n. NaOH mit Brom in der
Wirme oxydiert. Dann setzte man konz. Salpetersiure zu, verdampfte zur
Trockne, filtrierte und fillte die salzsauer gemachte Lésung in iiblicher Weise
mit BaCl,. Folgende Werte wurden erhalten:

Versuchsdauer BaSO, S S in Gesamtflotte] S in 9 des
Min. mg mg g Wolle-$3%)
60 040.6 88 1.32 40.2
90 720.0 99 148 451
S-Bestimmung in der 60 Min. mit Soda behandelten Wolle?3!):
o T 777" T Barium- - Nicht
Analysen- | Iiinwaage ' Asche acetat- S S C‘ lc, -S
Nr. mg ' mg | l16sung3?) mg % ys:m-
I ccm %
200 ) 253.8 0.9 \ 3.60 6.23 2.46 1.68
201 267.7 1.7 3.70 6.40 2.40 1.62

Fir die photometrischen Cystinbestimmungen mit Phosphorwolframsiure bei
Anwesenheit von Sulfit wurde in Doppelansitzen mit 10 cem 6-n. H,SO,

%7} Samtliche Angaben dieser Versuchsreihe beziehen sich auf Trockengewichte.
Die Trockengewichte sind auch bei den Einwaagen angegeben. Durchfiihrung der S-
und Cystinbestimmungen an den Wollpriparaten wie in friiheren Mitteilungen beschrieben
(Biochem. Ztschr. 306, 269 [1940]; Klepzigs Text.-Ztschr. 42, 369 [1939]; B. 74, 1225
[1941]). Die Analysen stamunen z. Tl. von Frl. G. Schueider.

) In spiteren Versuchen soll bei der Sodaeinwirkung O, peinlichst ausgeschlossen
werden.

2) Wir besitzen hier keine Moglichkeit, Faserschidigungen durch mechanische
oder mikroskopische Priifmethoden festzulegen.

® 39) Indereingesetzten Wolle waren auf Grund der S-Bestimmupg 3.28 g 5 vorhanden,
1) Ihr Feuchtigkeitsgehalt betrug 8.56 9.
3%} 1 ccm Bariumacetatlosung = 1.73 mg S.

wa*
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diente jeweils 1 cem fiir die Messungen mit deni Pulfrichschen Stufenphoto-
meter (s = 1 cm). Die folgende Zusammenstellung enthilt die Ergebnisse:

\'cézicelis' Einwaage Bk Cystin Cystin | Cystin-$ C? :;2?{2 1:11er%éo(iie:-
Min. my mg % % Wolle
60 5714 0.413 16.4 2.87 0.780 321
506.5 0.374 15.0 2.96
90 613.7 0.404 15.9 2.59 0.702
530.5 0.355 14.3 2.06

3) Isolierung von Lanthionin aus mit Sodaldsung behandelter
Schafwolle: Je 90 g der lufttrocknen Wollpriparate, die nach Abschnitt 2
60 bzw. 90 Min. mit heifler Sodalésung behandelt worden waren, hydroly-
sierte man durch 16-stdg. Kochen mit insges. 500 ccin konz. Salzsdure unter
RiickfluB in1 Olbad bei 120—125°. Das dunkelbraune Hydrolvsat enthielt
viel Huminsubstanzen, von denen nach Verdiinnung abfiltriert wurde. Die
Entfirbung des auf 1 [ verdiinnten Hydrolysates erfolgte durch mehrmaliges,
langeres Schiitteln mit 5—10 g Aktivkohle (Carboraffin C). Das blaBgelbe
Hydrolysat wurde im Vak. bei 50—60° vollig eingedampft und der anfallende
gelbe Sirup heifl in 200 ccm Athanol gelost. Nach erneutem Eindampfen
wurde der Riickstand in 1000 ccm absol. Athanol auf dem Wasserbad unter
Riickfluf} gelost, was lingere Zeit beanspruchte. Beim Stehenlassen der Losung
iiber Nacht in der Kilte krystallisierte ein weiller Stoff aus, der abgesaugt,
mit 200 ccm Athanol gewaschen und an der Luft getrocknet wurde. 1.6 g
einer feinen, weillen, in kaltem Wasser schwerloslichen Substanz (Fraktion I).
Plumbitreaktion und Nitroprussidnatrium-Test (mit KCN) waren positiv,
ebenso war Cl~ vorhanden. Hingegen blieben Diazoreaktion und Millonsche
Probe entweder schwach oder {iberhaupt negativ. Die Verbindung enthielt
etwas Asche.

Cystinbestimmungin Fraktion I (Durchfithrung wie oben): 251 mg
Substanz wog man in ein Mefkdélbchen ein, schlimmte in Wasser auf, 1oste
durch Zusatz von 1.2 ccm 2-n. HySO, und fiillte auf 25 ccm mit Wasser auf.
Von dieser Losung diente 1 ccm zum Farbansatz. Gefunden wurde Ek = 0.624,
was 0.47 mg Cystin entspricht. In der Einwaage waren also insgesamt 11.7mg
= 4.7%, Cystin vorhanden.

S-Bestimmung an Fraktion I: 133.4 mg Substanz (Aschegehalt
= 5.6 mg) verbrauchten 7.72 cem Bariumacetatldsung = 13.4 mg S = 10.5%, S
= einem Cystingehalt von 39.49,. Mithin liegt nur ein kleiner Teil des S
disulfidisch gebunden vor (ber. fiir Cystin 26.70%, S, fiir Lanthionin 15.40%, S).

Zur Reinigung 16ste man Fraktion I in 2-n. NH; auf und lie bei
Zimmertemperatur das NH, langsam abdunsten, wobei reichliche Krystalli-
sation erfolgte. In der Fillung waren die charakteristischen dreieckigen
Krystalle des meso-Lanthionins reichlich vorhanden33).

C.H,,O,N,S (208.2). Ber. S 15.40. Gef. S 16.173%).

33) meso-Lanthionin krystallisiert in dreieckigen Blittchen it abgerundeten
Ecken, die selr typisch sind, d,!-Lanthionin in hexagonalen Tafeln.

34) Der etwas zf: hohe S-Gehalt ist auf eine geringe Beimengung von Cystin zuriick-
zufiihren. Cystin kann durch das Umlésen aus NH,-Losung nur schlecht abgetrennt
werden,



Nr. 10/1943] von Lanthionin aus vorbehandelter Schafwolle. 977

Die Mutterlauge von der 1. Krystallisation fallte man nach dem Ver-
diinnen mit weiteren 500 ccm absol. Athanol durch tropfenweise Zugabe von
insgesamt 50 ccm Pyridin. Diese Pyridinnienge reichte fiir die Ausflockung
der Hauptmasse an fallbaren Aminosiuren. Nach mehrstiindigem Stehen-
lassen konnte abgehebert werden. Die Fillung verriihrte man noch einige
Male mit Athanol und saugte dann ab. Es wurden 31.2 g einer blalgelben,
kornigen Masse erhalten (getrocknet). Sie wurde mit 200 cem Wasser durch-
gekocht, wobei ein feines, weilles Pulver ungeldst blieb. Nach mehrstiindigem
Stehenlassen im Eisschrank saugte man vom Ungeldsten ab und wusch mit
wenig Wasser und Methanol nach. FErhalten 2.4 g einer weilen Substanz
(= Fraktion II)3). — Zur Reinigung von Fraktion II 1dste man in der Wirme
in 150 ccm Wasser + 6 ccm konz. NHy-Losung, filtrierte nach 1-stdg. Stehen-
lassen und engte im Vak. auf Y/; des Volumens ein. Hierbei erfolgte Fillung
einer weillen Substanz. Thre Menge betrug nach Abtrennung 1.8 g. In der
Mutterlauge befand sich eine wesentlich leichter 16sliche Verbindung3%). Zur
weiteren Reinigung l6ste man nochmals warm in 2-n. NH, und lie das NHy
durch Stehenlassen bei Zimmertemperatur abdunsten. Die dabei anfallenden
Krystalle (650 mg aus 800 mg eingesetztem Material) enthielten reichlich die
dreieckigen Krystalle des meso-Lanthionins. Lanthionin 148t sich auch durch
Losen in Salzsiure und Abstumpfen mit gesittigter Natriumacetatlésung

tmfiller.
CoH,,0,N,5 (208.2). Ber. S 15.40. Gef. $ 14.66, 14.62.

Darstellung von N.N'-Dibenzoyl-lanthionin: 100 mg der aus
NH,-Lésung umgeldsten Fraktion II wurden in schwach alkalischer Losung,
genau wie bei der Benzoylierung von Cystin beschrieben??), benzoyliert.
Uberschiissige Natronlauge erzeugte hier keine Fillung eines schwer 18slichen
Na-Salzes. Die Rohausbeute betrug 150 mg. Mischschmelzpunkt mit
N. N'-Dibenzoyl-cvstin vollig unscharf.

CooHpOeN,S (416.4). Ber, § 7.70. Gef. S 7.43.

4) Linwirkung von Jodwasserstoffsdure auf Lanthionin: 44.34 mg
I.anthionin (aus Fraktion II von Versuch 3) wurden 6 Stdn. mit 10 ccm {risch destil-
lierter Jodwasserstoffsidure (d 1.70) in der von Baernstein angegebenen Apparatur?)
unter Riickflufl gekocht. H,5-Bildung wurde nicht beobachtet. Die ]Jodwasserstoffsiure
destillierte man dann weitgehend ab und fiillte das Hydrolysat mit Wasser auf 10 ccm
auf. 2 ccm davon verbrauchten zur Neutralisation 0.5 ccm 2-n, NaOH. SH- bzw, SS-
Nachweis mit Nitroprussidnatrium (Zusatz von XCN) stark positiv. Die photometrische
Cystinbestimmung mit Phosphorwolframsiure ohne Sulfitzusatz, die mit 2 ccm Hydro-
lysat diesmal in Bicarbonatlésung?’) durchgefiihrt wurde (Vol. des Farbansatzes
= 25 ccm), ergab einen Ek = 0.312. Hieraus errechnet sich ein Cystingehalt von 1.19 mg
im Gesamthydrolysat, was 4.69%, der theoretisch méglichen Menge entspricht. Mit Sulfit
wurde unter genau gleichen Bedingungen nur ein Ek von 0.248 gefunden, obwohl theo-
retisch eine Verdoppelung des Farbwertes hiitte erwartet werden miissen 3). Die Ursache

3%) Will man Lanthionin aus alkalisch vorbehandelten Proteinen, besonders aus
Keratinen, priparativ isolieren, so ist die hier beschriebene Abtrennung der 1. Krystalli-
sation nicht notwendig. Esist vielmehr zweckmiBig, sie mit der durch Pyridin erhaltenen
Fillung gemeinsam zu verarbeiten. Der Thiodther wurde aus Wolle auch in unserem
organ, Praktikum durch Hru. cand. chem. R. Hamm in guter Ausbeute abgetrennt.

) Auf Anwesenheit von d,l-Lanthionin wurde nicht gepriift.

%) Schoéberl u. Krumey, B. 71, 236 [1938].

38) Vergl. Biochem. Ztschr. 295, 377 71938].
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fiir diese Beobachtung kann vielleicht darin erblickt werden, daB die nach der folgenden
Gleichung bei der HJ-Einwirkung auf Lanthionin entstehenden Verbindungen, nimlich
Cystein und o-Amino-3-jod-propionsiure,
HO,C.CH(NH,).CH,.S.CH,.CH(NH,).CO,H + HJ

= HO,C.CH(NH,).CH,.8H - JCH, CH(NI,).CO,H
in der Bicarbonatlésung (py 7.3) wihrend des Stehenlassens der Ansitze nach Sulfit-
zusatz wicderum riickwirts unter Bildung des Thiodthers reagieren. Entsprecherde
Umsetzungen zwischen Thiolen und Jodverbindungen in neutraler Losung sind in der
Literatur beschrieben worden. Da anzunehmen war, daB diese Riickreaktion in schwach
saurer Losung nicht so rasch erfolgt, wurde nochmals eire Messung bei Anwesenheit
von Sulfit in Acetatpufferlésung bei pg 5.2 vorgenommnien. Hierbei wurde ein Ek von
0.611 fiir 2 com Substrat gefunden, was nunmehr etwa ciner Verdoppelung des Wertes
ohne Sulfitzusatz entspricht. In einem Blindversuch muflte bei diesem Ansatz die Reduk-
tion von Phosphorwolframsiure durch HJ in der schwach sauren Lésung beritcksichtigt
werden.

5) Trennung von Lanthionin und Cystin {iber die Dibenzoyl-
verbindungen: Eine Mischung aus 100 mg {-Cystin und 100 mg Lanthio-
nin (aus Versuch 3) wurde in schwach alkalischer Losung wie in der vorher-
gehenden Mitteilung beschrieben??) mit 2 ccm Benzoylchlorid benzoyliert.
Dem mit Salzsiure gefillten Rohprodukt entzog man die Benzoesidure mit
heilem Benzol, schlimmte den Riickstand in 5 cci Wasser auf und 10ste
bei schwachem Erwirmen durch Zugabe von einigen Tropfen 2-n. Natrou-
lauge. Die kalte Losung der Natriunm-Salze (ihr pg lag bei 6) wurde mit iiber-
schiissiger 2-n. Natronlauge versetzt (etwa 6 ccm), wobei eine dichte Fillung
des Natrium-Salzes von N.N’-Dibenzoyl-l-cystin in den charakteristischen
Bldttchen entstand. Die Rohausbeute an Natrium-Salz betrug 160 mg. —
Aus der Mutterlauge fillte man mit Salzsdure das N.N'-Dibenzoyl-lan-
thionin, das noch aus 50-proz. Athanol umkrystallisiert wurde. Ausb. 60 mg.

6) Trennung von Lanthionin und Cystin mittels Kaliuni-
cyanids: Eine Mischung von 100 mg [-Cystin und 100 mg Loanthionin
{(aus Versuch 3) schlammte man in 5 ccm Wasser auf und 16ste durch Zugabe
von ein paar Tropfen konz. NH;-Losung. Dann liel man mit 150 mg
Kaliumcyanid 45 Min. stehen. Nach dém Ansiuern mit 2-n. Essigsdure bis
pr 6 erfolgte nach einiger Zeit Krystallisation. Die Mutterlauge zeigte inten-
sive SH-Reaktion mit Nitroprussidnatrium. Die Substanz wurde nach mehr-
stiindigem Stehenlassen abgesaugt und getrocknet. Ausb. 70 mg. Die Haupt-
masse der Fillung bestand aus den typischen dreieckigen Krystallen des
meso-Lanthionins. Zur Analyse wurde nochmals aus ammoniakal. Losung
mit Essigsiure umgefallt.

C,H,,0,N,S (208.2). Ber. S 15.40. Gef. & 15.25.

7) Isolierung von Lanthionin aus einer mit Ammoniak be-
handelten Schafwolle: Als Ausgangsmaterial diente hier eine deutsche
Mischwolle, die 29 Monate bei Zimmertemp. mit konz. Ammoniaklésung
reagiert hatte und in einer fritheren Arbeit (hier als , NH,-Wolle D be-
zeichnet) eingehend analytisch untersucht worden war?), Diese behandelte
Wolle enthielt 1.65%, Gesamt-S und 3.02%, Cystin, woraus sich 0.806%,
Cystin-S errechnen (bezogen auf Trockengewicht). Der Gesamt-Schwefel lag
also nur noch zu 48.8%, als Cystin vor. — 80 g ,.NH,;-Wolle D** (entspr.
einem Trockengewicht von 68 g mit 2.05 g Cystin) wurden mit 300 ccm
konz. Salzsiure durchhydrolysiert. Bei der Hydrolyse und der Aufarbeitung
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des Hydrolysates wurde nach Versuch 3 vorgegangen. Jedoch wurde hier
von der in ziemlicher Menge anfallenden krystallisierten Substanz, die aus
der alkohol. Losung beim Stehen imn Eisschrank iiber Nacht ausfiel, nicht
abgetrennt, sondern sogleich die Pyridinfiallung angeschlossen. Man benditigte
etwa 25 ccm Pyridin und erhielt eine weille Verbindung in einer Menge von
18 g (trocken). Aus dieser Fillung trennte man durch Durchkochen mit
50 cem Wasser und Stehenlassen in der Kilte 1.4 g eines feinen weillen Stoffs
ab, der schlieBlich in 70 ccm Wasser durch Zugabe von konz. Ammoniak
gelost wurde. Nach Filtration wurde diese Losung im Vak. auf Y/; des Volumens
eingeengt, wobei sich wiederum .ein korniger, weiller Stoff abschied. In ihm
lief§ sich Cystin mit Nitroprussidnatrium nachweisen. Er wurde nochmals
durch Lésen in 25 ccm 2-n. NH; und Verdunstenlassen des NHy bei Zimmer-
temp. gereinigt. Ausb. dann 850 ing (Krystallisation I).

Krystallisation I enthielt 19.329%, S (Mittelwert aus 19.51 und 19.12%,).
Zur Cystinbestimmung benutzte man eine Loésung von 15.5 mg in 10 ccm
verd. H,SO,. Mit 1 ccn dieser Losung wurde ein Extinktionskoeffizient von
0.924 gefunden = 0.672 mig Cystin = 43.49, der Einwaage. Danach wiirde
Krystallisation I zu 43.4%, aus Cystin und zu 56.6%, aus I.anthionin
bestehen. Danach miiflte sich der Gesamt-S der Substanz aus 11.589%, Cystin-S
und 8.70%, Lanthjonin-$ zusammensetzen, wihrend sich aus der Gesamt-S-
Bestimmung ein Lanthionin-S-Gehalt von 7.749%, errechnet {nach Abzug des
photometrisch ermittelten Cystin-S). Die 850 mg von Krystallisation I ent-
hielten rund 480 mg Lanthionin.

Isolierung von Lanthionin aus Krystallisation I: 200 mg
Krystallisation I wurden, wie in Abschnitt 5 beschrieben, benzoyliert, die
Dibenzoyvlverbindungen mit Siure gefallt und das Rohprodukt zur Entfernung
der Benzoesiure mit Benzol extrahiert. Dann schlimmte man in 5 ccmn
Wasser auf, 16ste durch Zusatz der gerade nétigen Menge 2-n. NaOH (etwa
0.9 cem), filtrierte und fillte nunmehr mit rd. 12 ccm 2-n. NaOH das Natrium-
Salz von N.XN’-Dibenzoyl-cystin aus. Dieses wurde nach 1-stdg. Stehen in
der Kilte abgesaugt. Aus dem Filtrat wurde das N. N'-Dibenzoyl-lan-
thionin mit 2-n. HCl ausgefillt. Rohausb. 200 mg. Es wurde nochials
2-mal aus 50-proz. Athanol umgelést. Reinausb. 160 mg.

CooHpoOgN,S (416.4). Ber. S 7.70. Gef. S 7.65.

153. Paul Rabe: Das Wesen der Isomerie: 1.5-Diketone — cyclische
Ketonalkohole (Zur Kenntnis der 1.5-Diketone, IV. Mitteil. *)).
[Aus d. Chem, Staatsinstitut Hamburg, Hansische Universitiit.]

(Eingegangen am 26. Juli 1943.) .

Mit dieser und der sich anschlieBenden Mitteilung werden die Arbeiten

iiber 1.5-Diketone unter Verwertung eines Versuches abgeschlossen, der

sich iiber Jahrzehnte erstreckt hat. Die Arbeiten hatten bald nach ihrem

Beginn zu Erscheinungen der Tautomerie gefiihrt; sie enden mit der Be-'

handlung einer Frage der Ring-Ketten-Tautomerie!) (Oxy-Oxo-
Desmotropie).

*) TII. Mitteil.: A. 360, 265 [1908].
') W. Hiickel, Theoret. Grundlagen d. organ. Chemie, 3. Aufl,, 1. Band [1940],
8. 185 u. besonders S. 202; 4. Aufl,, 1. Band [1943], S. 205. '





