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Die Isolierung eines kristallinen Antithiaminwirkstoffes

aus Karpfeneingeweide

J.C. SOMOGYI und H. KUNDIG

Institut fiir Ernihrungsforschung, Riischlikon-Ziirich, Schweiz

Eine Methode zur Isolierung eines kristallinen Antithiaminwirkstoffes
aus Karpfeneingeweide wird beschrieben. Die Rohkristalle sind dunkel-
braun, prismenformig und leuchten im polarisierten Licht auf. Sie weisen
folgende Zusammensetzung auf: C 60,41 %; H 8,69 %; O 24,52 %; N 7,15 %.
Zersetzungspunkt: 250—270°C. Die Rohkristalle sind im Gegensatz zum
Ausgangsmaterial (Rohextrakt, Dialysat) thermostabil. Die I. R.- und U. V.-
Spektren, sowie andere charakteristische Eigenschaften der Substanz wer-
den mitgeteilt. Auf das Auffinden eines zweiten, noch nicht weiter unter-
suchten Antithiaminwirkstoffes aus Karpfeneingeweide wird hingewiesen.

Unsere friiheren Versuche'-® haben gezeigt, dass die im Rohextrakt und in
einem durch Dialyse gereinigten Extrakt enthaltenen Antithiaminwirkstoffe
aus Karpfeneingeweicﬂe thermolabil und nicht dialysierbar sind. Im elektrischen
Feld wandern sie teilweise kathodisch, teilweise verhalten sie sich elektroneutral.
Spiter haben wir* eine weitere Reinigung eines Antithiaminwirkstoffes durch
wiederholte Fillungen mit Ammoniumsulfat (AmSO,) und beim isoelektrischen
Punkt erzielt. In einigen Fillen konnte eine kristalline Substanz isoliert werden.
Der %‘enaue Vorgang, welcher zur Bildung dieser Kristalle fiihrt, blieb damals
jedoch unabgeklart. :

Wir haben darum vor ca. zwei Jahren diese Versuche wieder aufgenommen.
Es gelang, die Reinigungsmethode so weit zu entwickeln, dass der Wirkstoff
nunmehr praktisch ausnahmslos als kristalline Substanz erhalten werden kann.
Ferner hat sich gezeigt, dass das Karpfeneingeweide, wie frither vermutet, einen
zweiten Antithiaminfaktor mit anderen chemischen und physicochemischen Ei-
genschaften enthilt.

METHODIK

Die Bestimmung des Thiamins erfolgte mit der Thiochrommethode und mit Hilfe eines
von uns beschriebenen Fluorimeters’. Um zu vergleichbaren Ergebnissen zu gelangen, wurde
die Antithiaminaktivitit verschiedener Reinigungsstufen mit einem modifizierten 50 %-Inakti-
vierungstest bestimmt und die Aktivitdt in p inaktiviertem Thiamin/mg Trockensubstanz bzw.
Eiweiss ausgedriickt. Bei dieser Methode wird diejenige Menge eines Antithiaminpréparates
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Tabelle 1. Schema der Isolierung eines Antithiaminwirkstoffes aus Karpfeneingeweide.
Alle Operationen bei der Reinigung erfolgten, falls nichts anderes vermerkt, bei ca. 44°C.

| Eingeweide (KE) |

1:2 mit 10 % NaCl in Turmix verklein., einfrieren mit Aceton/Trockeneis, 48 Std. stehen
lassen bei —14 bis —20°C

|
Zentrifugieren —> Riickst. wegwerfen
4000 U/M

[
Filtrieren — > Riickst. wegwerfen
" durch lelontuch

| Rohextrakt (RE) |

|
Dialyse
fliess, Wasser 4 Std. - dest. Wasser
pH 7.0 bis Elektrollyt frei

Zentrifugieren
1 X 4000 U/M
1x14 (l)OO U/M —— Riickst. wegwerfen

I Dialysat (EDZ) |

|
3 X AmSOy Fallung (pH 5.0) - Uberstehendes wegw.
Am-Pricipitat ]'eweilslin H20 pH 7.0 lésen

| Am-Pricipitat IIl |

|
Dialyse
fliess. Wasser 4 Std. -}- cllest. Wasser bis SOy frei

Zentrifugieren
1X 4000 U/M pH 7.0 —> Riickst. wegwerfen

|
Uberstehendes zentrifugieren
14000 U/M pH 7.0

Uberstehendes / ‘\N iederschlag (Rstd.)

fallen blei pH 5.0 I6sen beil pH 8.0

Zentrifugieren |

Niederslchlag bei pH 7.0 losen Riickstand I |

| Pricipitat I |
Wiederlholen so lange Akt. steigt

| Pricipitat x |

[
Fillung
Ionenstirke red. 0,15—0.05, pH 6,8—+5,2

|
Zentrifugieren —|  Niederschlag |—| Kristalline Substanz |

+H30 und bei 4°C
1—3 W. stehen lassen
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festgestellt, die bei einer Vorlage von 100 y Thiamin/20 ml Versuchsgemisch 50 y zu inakti-
vieren vermag. Daraus wird berechnet, wieviel y Thiamin durch 1 mg Substanz inaktiviert
wird.

VERSUCHE

Der Reinigungsvor%ang ist schematisch in Tab. 1 zusammengefasst. Alle Ope-
rationen erfolgten, falls nichts anderes vermerkt, bei ca. 4 4°C.

Der Rohextrakt des Karpfeneingeweides (Herz, Niere, Milz und Leber) wird
dialysiert, zentrifugiert und anschliessend dreimal mit Ammoniumsulfat gefllt.
Das Priparat wird bis zur vélligen Freiheit von Sulfat dialysiert; anschliessend
erst bei einer Tourenzahl von 4 000 und dann bei 14 000 U/Min. bei 4°C zentri-
fugiert. Es bildet sich beim hochtourigen Zentrifugieren ein Niederschlag (Be-
zeichnung: Riickstand), der eine mittlere Antithiaminaktivitit, jedoch andere
chemische bzw. physicochemische Eigenschaften aufweist als die nachfolgend
beschriebene Substanz (Pricipitat).

Der ‘Niederschlag (Riickst.) wandert im elektrischen Feld némlich bei pH 8.6
kathodisch (das Pracipitat wandert nicht), weist einen N-Gehalt von 4,6 % (Pri-
cipitat 7,1% N) auf, ist in Wasser erst bei pH 8 und dariiber l6slich (das Précipi-
tat Iost sich schon bei pH 7,0). Die Isolierung und weitere Aufklirung der che-
mischen Natur dieses zweiten Antithiaminwirkstoffes soll spiter durchgefiihrt
werden.

Der grossere Teil der Antithiaminaktivitit ist in der iiberstehenden Losung
enthalten. Diese wird nun beim isoelektrischen Punkt (pH 5.0z>dgefﬁllt. Es ent-
steht ein Priicipitat, welches nach Zentrifugieren bei pH 7.0 wieder gelost wird.
Dieser Vorgang wird so oft wiederholt bis die Aktivitit des Pricipitats nicht
mehr steigt. Auf diese Weise gelangt man zu einem Préiparat, das eine 60—90
mal grossere Antithiaminaktivitit aufweist (auf Trockengewicht bezogen) als
der Rohextrakt.

Bei unseren fritheren Versuchen ist der Wirkstoff aus der aktivsten Fraktion
in 2—3 Fillen auskristallisiert, aber die Bedingungen, die zur Kristallisation der
Substanz fiihrten, blieben — wie erwiihnt — unbekannt.

Es wurde hierauf auf verschiedene Weise versucht, die Kristalle zu erhalten.
So z. B. durch weitere Reinigung des Pricipitates mit Hilfe einer DEAE Ionen-
austauscher-Zellulosekolonne gemiss Sober und Mitarbeiter®-®, durch Fiéllung
des aktivsten Précipitates mit Ammoniumsulfat usw. Keine dieser Methoden hat
die gewiinschten Ergebnisse gezeitigt.

Zum Erfolg fiihrte eine sog. "Euglobulin-Fillung” der aktivsten Fraktion. Bei
der Dialyse fillt im Dialysenschlauch, der das geloste Pricipitat enthilt, durch
sukzessive Verringerung der Ionenkonzentration und gleic}l)nzeitiges Ansduren
der Aussenfliissigkeit ein Niederschlag aus. Dieser wird zentrifugiert und nach
Zugabe von Wasser in einem Uhrglas in hochkonzentrierter Form bei 4°C stehen
gelassen. Nach 1-3 Wochen Aufbewahrung im Kiihlschrank fallen die Anti-
thiaminwirkstoff-Kristalle aus. Die Ausbeute ist gering. Sie variiert je nach der
Aktivitat des Pricipitates zwischen 8—25 %.

Die Erhohung der Antithiaminaktivitit wihrend dieses Reinigungsvor%;a:gs
ist aus der folgenden Abbildung (Abb. 1) ersichtlich. Wie daraus zu entnehmen
ist, weist die kristalline Substanz eine ca. 100 — 200 mal grossere Antithiamin-
aktivitit als der Rohextrakt auf.
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Abb. 1. Die Antithiaminaktivitit verschiedener Reinigungsstufen. RE = Rohextrakt, EDZ =
Dialysat, Praec. = Praecipitat, Krist. = Rohkristalle (s. auch Tab. 1).

Die Kristalle sind dunkelbraun, prismenférmig und leuchten im polarisierten
Licht auf. (Abb. 2). Sie sind im Wasser (bei pH 7 und dariiber), in Nay;CO, in
10 N Ameisensiure, Pyridin, Aethanolamin usw. 16slich, in Aethylalkohol, Aether,
Aceton unléslich. Zersetzungspunkt: 260—270°C.

Die Kristalle sind im Gegensatz zu Ausgangsmaterial (Rohextrakt, Dialysat)
thermostabil. Erhitzen auf 100°C wihrend 1 Std. verringert die Antithiaminakti-
vitit nicht. Sie sind nicht dialysierbar. Die Mikroanalysen der Rohkristalle er-
gaben folgendes Resultat: C 60,41 %; H 8,69 %; O 24,52 %; N 7,15 % auf aschenfreie
Substanz berechnet. Der Wirkstoff ist frei von Schwefel, Phosphor, Jod, Brom
Kobalt, Schwermetallen und von reduzierendem und nicht reduzierendem
Zucker. Die Substanz enthilt Chlorid und gibt positive Phenolreaktionen.

E

Abb. 2. Kristalle des Antithiaminwirkstoffes links in gewohnlichem und rechts
in polarisiertem Licht.
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Abb. 8. 1.R.-Spektrum des kristallinen Antithiaminwirkstoffes.

Eine Umkristallisation dieser Rohkristalle konnte bis anhin nur in einigen
Fillen durchgefiihrt werden. Die Antithiaminaktivitit, Form und Farbe der
Kristalle, sowie der Zersetzungspunkt blieb unverindert.

Wie aus der Mikroanalyse hervorgeht, enthilt die Substanz nur 7,15 % N. Dar-
aus folgt, dass dieser Antithiaminwirkstoff kein typisches Eiweiss ist. Es kann
sich aber auch nicht um ein Glykosid handeln, da weder in der Substanz, noch
im Hydrolysat desselben reduzierende bzw. nicht reduzierende Zucker nach-
weisbar sind. Die Verbindung muss jedoch ein grosseres Molekiil sein, da sie die
Dialysenmembrane nicht passiert.

Sowohl die Mikroanalysen, wie auch die mehrmals aufgenommenen ILR.-
Spektren und die praktisch immer gleich grosse Antithiaminaktivitat der Kristalle
(2200 — 2400 y/mg Trockengewicht) zeigen, dass die beschriebene Reinigungs-
methode ein reproduzierbares Préiparat ergibt.

Gemiiss I.R.-Spektrum (Abb. 3) handelt es sich bei den Rohkristallen um eine
weitgehend einheitliche Substanz, die eine oder mehrere Amidgruppen, sekun-

|
ddre und tertiire OH-Gruppen (CH; +— CH) und eventuell phenolische OH-
|

Gruppen enthilt.

Zum Schluss soll noch erwihnt werden, dass das U.V.-Spektrum der Roh-
kristalle (gelost im Wasser, pH 7,0) ein deutliches Maximum bei 398 myu auf-
weist.

Die weite Aufklirung der chemischen Konstitution dieser Substanz ist in
Arbeit.

Dem Schweizerischen Nationalfonds fiir wissenschaftliche Forschung mochten wir fiir die
gewihrte Unterstiitzung unseren besten Dank aussprechen.

Herm P. D. Dr. A. Dreiding, der die Aufnahmen der I. R.-Spektra im Organisch-Chemischen
Institut der Universitit Ziirich veranlasst hat, danken wir bestens. Die Mikroanalysen wurden
von Herrn E. Thommen, Organisch-Chemische Anstalt der Universitit Basel, durchgefiihrt.
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