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Beitriage zur Natur der Proteine von Seetieren. Mitteilung III.
Vorldufige Untersuchungen iiber einen blauvioletten Farbstoff der
Meduse Rhizostoma Pulmo nebst Bemerkungen tiber die Einweiss-
natur der Medusengallerte *, von Anastasios A. Christomanos **. > Ave-

xorvddn 0o tod #. Newoy. Tmaxsipoylov.

Die dreikantigen Fortsatzdhliche Gallertige Endkolben welche an einer
Zahl von 50-150 an der unteren Korperseite der Meduse Rhizostoma
Pulmo herabhingen, enthalten in ihrem untersten Ende einen veilchenblauen
Farbstoff. Die vorldufigen Ergebnisse der Erforschung der Natur dieses Farb-
stoffes, sowie diejenigen {iber die Eissnatur des Gallertigen Hauptkorpers,
der sogenannten Mesoglcea, sind der Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Experimenteller Teil

A.) Das veilchenblaue Pigment.

An einer grosseren Zahl von Endkolben wird das Farbtragende Ende
moéglichst kurz abgeschnitten und wihrend einiger T'age bei 4*5° in Chloro-
formhaltigen Wasser aufbewahrt. Der Farbstoff 16sst sich dabei im Wasser
mit einer dunckelblauvioletten Farbe auf. Nach Verlauf einer Woche wird
die Farbstofflosung vom Niederschlag abfiltriert und die Losung bei Zim-
mertemperatur im Vacuumexcicator zur Trockne verdampft. Der Riickstand
wird wiederholt in destilliertem Wasser aufgenommen und wiederholt getro-
cknet. Es hinterbleibt ein blauvioletter Riickstand Eiweisshaltiger Natur,
der beliebig oft aufgelosst und wieder getrocknet werden kann, ohne irgend-
welche augenscheinliche Verdnderungen aufzuweisen. Lisst man einige T'rop-
fen der Farbstofflosung auf Filterpapier trocknen, und fiigt einige T'rop-
fen Antimontrichloridhaltigen Chloroform dazu, so schligt die blauviolette
Farbe in rein blaue um. Durch H, O, wird die Farbstofflssung entfirbt.

In Chloroform, Aethylalkohol, Aceton, Pyridin, Dioxan, Schwefelkoh-

* (Aus dem Forschungslaboratorium fiir Biochemie der Meerestiere. ILimni,
Eubcea).
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lenstoff, Acetessigester ist der Farbstoff nicht 16sslich, im Gegenteil er wird
durch 60°/, Aethylalkohol oder Chloroform vernichtet. Das Verhalten des
Farbstoffes gegeniiber verschiedenen pH in Citratpuffer nach Sérensen ist

aus folgender Aufstellung ersichtlich :

T R o R rotlich violett

pH. 1,4 bis 10,0 .. unverdnderte blauviolette Naturfarbe.

pH. B2 rosa violett

pH. entsprechend 1/10 n. NaOH . .. der Farbstoff wird
unverdandert mit Kiweiss ausgefillt.

pH. entsprechend conc. NaOH . ...... Eiweiss fillt aus
der Farbstoff schldgt in rosa um.

Starke SAuren entfirben den Farbstoff momentan. Die wésserige
Farbstofflosung zeigt Dichroismus, indem sie beim durchfallenden Licht
purpurviolett, und beim auffallenden die veilchenblaue Naturfarbe erschei-
nen lasst. Bei Bestrahlung mit U. V. Licht fluoresciert die Lésung blaulich.

Hoéchst characteristisch ist das spectroskopische Bild. Die wisserigen
Farbstofflosungen lassen beim durchfallenden ILicht drei gut sichtbare
Absorptionsbidnder erkennen. Die genaue Spectrophotometrische Absor-
ptionskurve ergab (Fig. 1) drei Maxima, ndmlich bei 6150 A (rot), ein
zweites bei 5750 A (gelbgriin), und ein drittes bei 5250 A (griin), mit stei-
gender Absorption nach 4500 10\ wohl infolge des Eiweissgehaltes der
Farbstofflésung. Beim FErhitzen der Losung iiber 50° verschwinden die
Absorptionsbinder, die Fliissigkeit bekommt ein gelbraunes triibes Aussehen
durch ausfallendes Eiweiss, unter gleichzeitig bemerckbar werdendem Me-

thylamingeruch.

B.) Die Gallerte.

Die briaunlichgelbe klare Gallerte der Meduse verfliissigt! sich zum
grosseren ’I'eil beim erwidrmen derselben auf dem Wasserbade zu einer gel-
blichen eigentiimlich riechenden Fliissigkeit. Das klare Filtrat wird durch
Zusatz von Aethylalkohol bis auf 40°/, des Gesamtvolumens, triibe, und
setzt nach Verlauf einiger Stunden einen weissen Niederschlag ab, welcher
zu ca. 80°/, aus kolloidalen kieselsauren Salzen, und zu einen kleineren

! Die Medusengallerte verfliissigt sich wie bekannt schon beim Verlassen des
Meeres, wahrscheinlich infolge Kolloidosmotische Storungen, ¢
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Teil aus Protein besteht. Dieses Protein scheint nicht nur adsorptiv an Si
gebunden zu sein,

Durch Zusatz von NaOH (pH 12,0) zu dem klarem Filtrat der Medu-
sengallerte, gerinnt das letztere sofort, infolge Ca (OH), Bildung aus den
in der Medusengallerte vorhandenen Ca Salzen. Spiter erfolgt eine Tren-
nung, indem das Ca (OH), krystallin ausfillt. In der sich dariiber bilden-
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Fig. 1

den Fliissigkeitsschicht, kann die Biuretprobe angestellt werden, die mit
rotlich violetter Farbe positiv ausfillt.

Weiterhin gibt die vefliissigte sowohl als genuine Medusengallerte
folgende Eiweissreactionen: Schwache Triibungen mit Essigsiure - Ferro-
cyankalium, Sulfosalicylsidure, Bleiacetat + NaOH Schwache Braunfirbung.
Die Millons’sche und Adamkiewitz’sche Reaction fallen schwach positiv
aus, dagegen sind die Xanthoprotein und Molis’sche Reaction stark positiv.
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Mit (NH,), SO, bei vollkommenen Sittigung in Substanz, Ausfillung.
Der Niederschlag 16sst sich beim wiederverdiinnen.

Der Ph. der genuinen Gallerte ist zu 7,6 bis 7,8 gefunden worden.
Zusatz von Alkali bei Zimmertemperatur ruft keine Verdnderungen hervor,
dagegen wird die Gallerte bei Sdurezusatz schon in der Kilte gelosst.

Die bei der Siedehitze durch NaOH ausgetriebene NH , Menge betrdgt

S
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Fig. 2

1. Phenylalanin 7. Methionin 13. Threonin ?

2. Isoleucin 8. Arginin 14. Unbekannt

3. Leucin 9. Lysin? 15. NH, Salze

4. Tyrosin 10. Alanin 16. Asparaginsdure
5. Valin 11. Glykokoll 17. Glutaminsdure
6. Prolin 12. Serin 18. Glykosamin

2-3 mg°/, des frischen Gewebes. Der Gesamt N Gehalt wurde zu 20,0 - 26,0
mg.°/, im frischen Gewebe der im Kubcesischen Meerbusen aufgefundene
Rhizostoma Pulimo bestimmt. Trotz des Wassergehaltes von iiber 95,9°/,,
ist das Protein der Medusengallerte als ein sehr Stickstoffarmes zu be-
trachten, ca. 8-9,8°/, N der salzhaltigen Trockensubstanz. Dieser Befund
entspricht den Angaben anderer Autoren, die von einen Chitinartigen Pro-
tein sprechen. Die Chromatographische Analyse der Gallerte nach Hydro-
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lyse ergab !, (nach abfallender Intensitéit der Ninhydrinreaction der Reihe
nach geordnet) folgende Aminosiuren: Glutaminsdure, Leucin, Isoieucin,
Valin, Asparaginsiure, Arginin, wahrscheinlich Lysin, Methionin als dessen
Sulfoxyd bestimmt, Alanin, Glykokoll, Serin, Threonin oder eine andere
den gleichen RF zeigende Aminosiure, Tyrosin, Cysteinsiure, und zwei
andere positive Ninhydrinreaction gebende Substanzen, von dennen die eine
(No. 14) nicht weiter identifiziert werden konnte, wihrend die andere
(No. 18) nur bei frischen und nicht vollstindig hydrolysierten Medusen-
gallerten gefunden wurde. Es konnte sich nach dem RF zu urteilen um,

Glukosamin handeln.

Zusammenfassung der Resultate

Aus der Spectrophotometrischen Absorptionskurve des veilchenblauen
Pigmentes der Meduse Rhizostoma Pulmo welche durch ihre drei Maxima,
in rot, griingelb und griin, dennen der Karotinen dhnelt, sowie aus der
Entfirbung mit H,O,, und letzten Endes aus der Antimontrichrorid-
reaction wird es wahscheinlich gemacht dass dieses Pigment den Karotinen
verwandt ist. Das Pigment liegt nicht frei vor, sondern es ist an ein
Protein gebunden. Dieses ist ersichtlich einesteils aus seingr unlésslichkeit
in organischen I,6sungsmitteln bzw. ILosslichkeit in Wasser, anderen-
teils durch sein Verhalten beim Erhitzen seiner I,0sungen, wobei Eiweiss
ausfallt .

Die Medusengallerte enthdlt Si und Ca, von dennen das erstere nicht
adsoptiv an Fiweiss gebunden zu sein scheint, wdhrend das letztere ein
characteristisches festwerden der verfliissigten Gallerte nach NaOH Zusatz
hervorruft. Ausser den {iblichen Aminosduren, wurden zwei Ninhydrinrea-
ction gebende Korper Chromatographisch festgestellt, welche infolge ihrer

minimaler Konzentration nicht niher untersucht werden konnten.

! Die Hydrolyse mit 5n HCl bei 100° im geschmolzenen Rohr ergab grosse
Mengen einer Melaninartigen Substanz.

2 Die Farbe dieses Pigmentes verdndert sich, in Gegensatz zu dem rotviolettem
Farbstoff der Actinie Adamsia, nicht beim Trocknen seiner Losungen. Nature,
Vol 171. p. 886. 1953.
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‘H eig tag fueréoag Vakdooas eig peydhag moodtnrag Gvevoroxopnévy, dimg
xata 10 @dwdénwoov, Médovoa — Rhizostoma Pulmo— géoer el 10 ndrw
uégog tod cdpards g HO - 150 yehatwvoedelg dmodiiEers, &v eider Pevdomodimvy,
altwes ratadyovy eis dviovag iddeg xeyowouévov duoov. ‘I év adrois yoworinn
dvatar va magakngdii 81 datog yhwoogoouiov 3°-4° elg Swdatnua fusodv
wvov m000didovsa gic avro Padéws 1ddn yoovdv. A dmaverknuuévay Sundoswy
nol gEatuicens tot Bdarog &v t@ xevd xal dvadiadicewv el dmestayuévov Tdmo
AauPdverar telindg 1®deg vwodewupna adudhvtov eilg o cuvdn doyavind Stahvtind
uéaa, G embhwg Srahvtdv &v 1@ Udatt e Aapmov 1ddn yooudv. TO Gdarixdv
rovto Stdhupa derxviel duyowiondv — moopuooty €is to dreoyduevoy pds xal Iddeg
glg t0 Emumimtov —, Yeouavduevov 8¢ dveo t@v H0° dmocuvtiderar AauPdvov
KAGTAVOXLTOLVNY JOOLAV, RUTUCTQEQOUEVNS THIS XOWOTIXTS GVV Tf 6VYY06ve %otu-
wonuvioy Aevrdparos. ITooodixn H,O, els duddvua yowotiniis amoyompariler
roiro. "Eav otayéves vdativot draldparog tig iddovg yowotindic dpedoidv va En-
oavdoiv &ml Sindnrod ydoton xal moooted) sira nia oraywv yrooopoouiov &vé-
2ovo0 AvTipmviotoudmoidiov, 1 1ddng yodoig netafdiletar mdoavta eic xvavijv.

‘H 0dns yomotint) xéxntar (aoaxtnoLoTtixoy gpdoia amoo0opioens 1ué toia
wéyiota. To modrov elontar gig to égg)ﬁgbv eigc 6150 AIOX, 10 devrepov nal évrovc(,{)-
Teoov €ic TO wroLvompdowoy gig D760 A xal 10 Toitov el 10 modowvov elg H2H0 A ,
(192 oyer. eix. 1).

*Ex t@v dvoréow éxtedévioy xadictarar mudavov dtu 1) yowotinn tdv Rhi-
zostoma  Pulmo elvon g’ évog uév ovvdedeuévy moos Aebrond tn — Sudomaoig
raro 1y Youavery — Vo TUmov LooromeTeldng, Gp’ Etéoov 1 yomoTixt) deunyvsl
moMdg GpotdtnTag meoOg TGS *aQoTivas uetd t@v omoiov el magenpeoic pdona
dmoooopfcemws, Ty avtny dvridoacty pera H, O, dg xal dviipmviototrhmotdiov.

*EE &réoov 1) yehativddng uala tol couarog tic Medotong avevoédn &vé-
xovea neydny oyetinds mocotnta Si, Greo mbavidg dev eboloxerar névov woosoo-
pnuxds cvvdedepuévov mos 1O Aetropa. Elvar meomtéon Aiav yagaxtnoisting)
M avridouotg, ®ad’ iy S1d mooojung Starduaroc NaOH eig Bhagpode H800kvdévra
fotov Medovong, Eméoyerar mdoavta mifig dhov tob diadkiuaros &x oynuartiowod
xohhoedotic Ca (OH),.

‘O yehotwddng lotds eboédn &véyov 2 3 mg°/, NH, xal 20-26 mg°/,
6Awxov N. “H dua 5 »av. HCI &ig tovg 100° 9806Avars évrog #hewstod cwMdivog

anédwne ueyddnv moosdtnto pekavivng 7 oyetivol moog adtiy cduarog. Xowuo-
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Toy0apudg dtemioTddn mANY Tiig Vndotews Molouévoy xowdv eic o Aevxdupate
auwvotémv xal dvo Eréomv uetd Tiig vivudoivng dvridodvtoy copudroy, Td@v 6roimv
Sumg M ymuint) ovotacis Evexa tiig Ehayiocotding moodtnrog adtdv Otv xatéorn
duvatov va Swevxowvndfi. Elc tiva yowparoyoapiuata dvevoédn yhovxoCamivn
(108 Goudu. 18 elxn. 2.) onuetovpévn xal Sud Fowrnuatiwod, xaddcov d&v Gvev-
089n mdvrote.

*Emguraccbueda  va Eravéddouey 0lwg éxl tod Imriuatos thg ¢lceng
tiig 1ddovg yoworwrdic, xad’ rv Suvoueveic xavonal cuvdijnar d&v méroepav TV
ovMoyny éraorolc mwoog Eneteoyaoiav moodtnTos.

(’Ex 7to¥ #pevvmuixod #oyactnolov Broynuelas dalacoiov thwv &v Atpvy Edfolag)



