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A INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE 0S PRINCIPIOS
TOXICO, COAGULANTE E PROTEOLITICO DO VENENO DA
BOTHROPS JARARACA

POR

LAURA C. TABORDA

Ao iniciarmos algumas experiencias em torno da separagio dos principios
toxico, coagulante e proteolitico do veneno da Bothrops jararaca deparamos com
varias divergencias entre os nossos resultados e os de alguns outros pesquisadores
no tocante a acgio da temperatura sobre este veneno.

Assim é que ao se referir a agio do calor sobre as solugbes de veneno em
face da sua atividade tox:ca, diz Calmette (1), que os venenos de Lachesis (hoje
Bothrops) ja seriam atenuados a temperatura de 65° C, embora dependendo esta
atenuacio do tempo de aquecimento e que por aquecimento a 70°C perdia a agio
dissolvente sobre a gelatina e a fibrina. .

Houssay, Sorperrr e NEGRETE (2) afirmam que os venenos de diversas
cobras, dentre as quais o da Bothrops jararaca (L. lanceolatus), diminuem subita-
mente suas atividades toxica, coagulante e lipolitica entre 60 e 70°C, dependendo
da especie e que por aquecimento a 80° ou 90°C reaparecem as propriedades do
veneno, embora atenuadas. Segundo Noc (3), o aquecimento a 80°C durante
30’ em tubo fechado, destroe o poder proteolitico do veneno da Bothrops jararaca
bem como de outros venenos.

VitaL BraziL e RaNGeL PEsTANA (4), no estudo da aciio do calor sobre os
venenos, advertem que devemos mencionar a qualidade do veneno, o tempo durante
o qual se aquece e o grau de diluigio com que se opera.

Em solucio 1%/ em NaCl 8% verificaram que o veneno de Bothrops
jararaca perde a sua toxicidade a 70°C bem como o seu poder proteolico.

Referindo-se, poréﬁ,_ a aciio do calor sobre o veneno seco, diz NoGucHI (35)
ser esta muito pequena, podendo ser aquecida a 130°C sem perder a toxicidade.
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Por esta pequena exposigdo, sintese da escassa literatura que pudemos
encontrar sobre a agio da temperatura em face das mais importantes atividades
do veneno da Bothrops jararaca, vemos que muito pouco ainda existe sobre o
assunto e que as opinides dos diversos investigadores nio sio muito concordantes.

A importancia desta agio sobre um complexo enzimo-proteico como o ve-
neno, €, entretanto, d etal monta, que resolvemos estuda-lo, em primeiro lugar,
com o fim de estabelecer uma diretriz mais segura para o nosso problema de
fracionamento.

Verificamos entio a agao do calor sobre os principios toxico, coagulante e
proteolitico do veneno, quer séco, quer em solugio, chegando a resultados que
nos levam a afirmar que grande numero de fatores influe nesta agao.

Além da qualidade do veneno (de diferentes especies dentro do mesmo genero
e diferentes extragbes), do tempo de aquecimento, €, do grau de diluigio em que
se opera, como observam muito bem VitaL BraziL e RaANGEL Pestana (4),
outros fatores téem influencia como: o modo de aquecimento, a maneira como foi
dessecado o veneno (no caso de ndo se usar veneno fresco), o pH da agua em
que foi dissolvido, para nio falar de maiores variagbes de pH que nio entraram
nas cogitagoes deste trabalho.

Si aquecermos a solugiio de veneno a fogo direto, as suas atividades diminuem
mais rapidamente com o aumento de temperatura que si o fizermos em banho
maria.

O veneno dessecado em alto vacuo apresenta-se mais homogeneo e resistente
a temperatura e as atividades toxica, coagulante e proteolitica num “stock” sio
bem mais concordantes do que as de um “stock™ de veneno dessecado em estufa a
37°C. Observamos tambem que, si dissolvermos o veneno em aguas distiladas
cujos pH sejam diferentes, as suas atividades toxica, coagulante e proteolitica
sofrem tambem variagoes,

O nosso trabalho foi realizado com um veneno dessecado em estufa a 37°C
de um grande “stock”™ e, em diversas porghes que temos utilizado para varios
fins, achamos sempre resultados diferentes para os tres principios em questio.

Para eliminar esta causa de erro, fizemos, de uma s vez, a solugio para
todo o nosso trabalho.

Apenas para os aquecimentos acima da temperatura de ebuli¢io, precisamos
usar uma outra solugdo.

Esta foi a razio por que organizamos um quadro a-parte com estes resul-
tados (Quadro 1V).

Para o aquecimento do veneno seco, utilizamos veneno dessecado em estufa
a 37°C (Quadro III) e tambem em alto vacuo (Quadro IV).
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PARTE EXPERIMENTAL

a) Aquecimento do veneno seco

Este aquecimento foi feito com veneno seco em estufa 2 37°C e em alto
vacuo.

De ambos pesamos 0,22 mgs. de veneno para cada prova, colocamos em
capsula e aquecemos em estufa a 130°, 140°, 150°, 160°, 170" e 180" durante uma
hora.

Deixamos esfriar, juntamos 20cc. de agua bidistilada pH 6,2 para ter uma
solugio a 1% e procuramos dissolver o veneno tanto quanto possivel, pois 4 me-
dida que aumentamos a temperatura, mais dificil se torna a dissolucio.

Para separar os residuos insoluveis que sio também tanto maiores quanto
mais elevada a temperatura, centrifugamos o todo durante 30" e, na soluciio, dosa-
mos as actividades, toxica, coagulante e proteolitica pelos seguintes processos:
(Quadros I e II).

Actividade toxica: Em primeiro lugar adicionamos NaCl ao liquido fil-
trado de cada prova na proporgio de 85 9/, isto é, na do soro fisiologico.

Determinamos a D. M. L. por injeciio endovenosa em pombos, usando sem-
pre o volume de 2 cc. e observando a técnica preconizada por ArRMANDO Ta-
BORDA (6).

Em linhas gerais, a técnica € a seguinte: em pombos adultos de uma deter-
minada raga e cuja diferenca de peso nio seja superior a 10 gs., por ex., entre
250 e 260 gs., injetam-se 2 ccs. da solugiio cuja toxicidade se deseja dosar e veri-
fica-se a dose que matou o pombo em 10°, com uma diferenca de mais on
menos 1’

Injetam-se entio com esta dose mortal mais cinco pombos e verificam-se os
tempos de morte dentro dos limites ji citados (de mais ou menos 1 minuto). Si
mais 4 pombos morrem dentro do limite a dose injetada é a D.M.L..

Quando for necessario usar diferentes racas faz-se mister observar a equiva-
lencia entre elas para eliminar a causa de erro devido & diferenca de resistencia
entre as ragas.

Actividade coagulante: Tambem para esta prova adicionamos NaCl ao liqui-
do filtrado na proporgio de 8,5 /4, para evitar a hemolise. Determinamos entio
a quantidade de veneno expressa em gama (y) capaz de coagular exatamente
em 10 minutos e na temperatura de 20°C, a mistura de 2,5 ccs. de sangue oxala-
tado de cavalo, na concentragio de 0,219 mais 0,5 cc. de soro fisiologico, consi-
derando o sangue coabulado ao primeiro aparecimento do coagulo (7).
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Expressamos em mgs. os resultados nos Quadros. Nos Graficos I e II
mgs.

empregamos logaritmos de ou y

1000

Atividade proteolitica: Medimos a atividade proteolitica, usando a mesma
tecnica que no trabalho sobre a “Protease do veneno da Bothrops jararaca™ (8).

Como o pH otimo de atividade da protease deste veneno ¢ 8, segundo nossas
determinagoes, trabalhamos somente neste pH.

A tecnica usada foi a de IvENGAR, SEHRA & MUKHERJEE (9) com ligeiras
modificagoes. Usamos como substratum uma solugio de caseinato de sodio a
2% e realizamos a proteolise da seguinte forma:

Num tubo graduado de 10 ccs. colocamos 5 ccs. de caseinato, ajustado ao
pH 8 com NaOH N/10, juntamos 2 ccs. de “buffer” pH 8, 1 cc. da solugio
do veneno e completamos a 10 cc. com H.0 bidistilada, pH 6.2

Assim, a concentragao total do caseinato é de 1% e do veneno 0,1%.

Retiramos inicialmente 2 ccs. do todo, e precipitamos com 35 ccs. de acido
tricloroacetico a 109, filtramos e dosamos o nitrogenio ndao proteico inicial por
micro-Kjeldahl. Juntamos entio ao tubo de proteolise 0,05 cc. de toluol como
antisseptico e incubamos em estufa durante 24 horas a 35°C, a ttm'p-eratura
otima que determinamos para esta protease. Ao fim deste tempo, retiramos
novamente 2 ccs. do todo, precipitamos por 5 ccs. de acido tricloroacetico a 10%.
filtramos e dosamos o aumento do nitrogenio niao proteico.

b) Aquecimento de solucao

Em nossas experiencias empregamos veneno de Bothrops jararaca dessecado
em estufa a 37°C, em solugio 1% em agua bidistilada pH 6,2 ao invés de em
solugio 8,5% de NaCl com o fim especial de abstrair de nossas experiencias a
a¢io do NaCl sobre a atividade proteolitica do veneno.

Como a solugio € usada imediatamente, ndo ha causa de erro com a preci-
pitagio das globulinas do veneno pela agua distilada e que se observa mais ou
menos 6 dias apés a dissolugio. Medimos entio as suas atividades taxica,
coagulante e proteolitica iniciais pelos processos ja descritos.

Tomamos 50 ccs. desta solugiio para cada prova, aquecemos em banho-
maria sO até atingir as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90°C, e, até a ebulicio
(mais ou menos 98°C em Sio Paulo) e em cada uma destas temperaturas por
5, 10, 15 e 30 minutos, completando com H.0 bidistilada aquelas em que houve
modificagio de volume. A partir de 60°15' observamos uma turvacio pela
coagulacio das proteinas.
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Para as provas a 100°, 110° e 120°C usamos uma outra solucio (tambem
50 ccs. para cada prova) e aquecemos sO por 15’ em autoclave pelas dificuldades
que apresenta a retirada imediata do material.

Centrifugamos cada prova durante 30°, filtramos e verificamos as suas ati-
vidades toxica, coagulante e proteolitica pelos metodos atris citados,

DISCUSSAOS DOS RESULTADOS

Pelas nossas experiencias, pudemos constatar que a influencia da tempera-
tura sobre o veneno de Bothrops jararaca depende de varios fatores, como ja disse-
mos. NoOGUCHI ja observara que a a¢io do calor sobre o veneno seco era muito
pequena, podendo ser aquecido a 130°C sem perder a toxicidade. Realizamos
este aquecimento durante 1 hora com veneno dessecado em estufa a 37°C (a 130°
C em estufa) e observamod, tal como NoGucHI, que o veneno de Jararaca
nada perdeu na sua atividade toxica e nem tambem na coagulante e na proteo-
litica. Aquecemo-lo ainda a 140°, 1507, 160°, 170° e 180°C por 1 hora (Quadro
I3

QUADRO 1
Temperatura Poder toxico Poder coagulante | Poder proteolitico
(mgs. venemo) (mgs. veneno) (mg. N%)

Ambiente 0.062 0.005 121

140°C 0.109 0.005 108

150°C 0.110 i 0.008 107

160=C 20.000 1.000 78

170*C | 20.000 1.800 45

180*C - ol 5

4+ Tempo fixo — 1 hora.

Verificamos, entretanto, que a dissolugio do veneno (em agua bidistilada
pH 6,2), depois de aquecido, € bem mais dificil, e, tanto mais quanto mais cle-
vada a temperatura, devido, provavelmente, a uma desnaturagio das proteinas
inertes e a sua cor vai se tornando cada vez mais escura, passando do amarelo
vivo até ao marrom. )

A 180°C, finalmente, a parte mais soluvel é a corante, deixando insoluvel
o residuo de substancia marrom. Este soluto feito do veneno apds aquecimento
a 180°C, por 1 hora, niio € toxico ao pombo (2 ccs. por via venosa) nem coagu-
lante e nem proteolitico. Ja, porém, com o veneno dessecado em alto vacuo



172 Memorias do Instituto Butantan — Tomo XIV

realizamos aquecimentos a 170° e 180°C por 1 hora, notando maior resistencia
deste, até 170°C (Quadro II).

QUADRO II

Poder toxico Poder coagulante | Poder proteolitico
Temperaturs (mgs. veneno) (mgs. vencno) (mg. N%)
170 16.000 0.800 11
180 -— - 8

4+ Tempo fixo — 1 hora.

Verificamos ainda que este veneno embora seja inativado tambem a 180°C
apresenta maior facilidade na dissolugio e uma coloragao apenas amarelo-carre-
gada, sem o aspecto de veneno queimado tal como observamos no veneno desse-
cado em estufa a 37°C.

Em se tratando entretanto de solugbes de veneno, a influencia da tempera-
tura ja se faz sentir desde 40°C (Quadro III), dependendo do tempo de aqueci-

QUADRO 1III

! PODER PROTEO-
TEMPERA. PODER TOXICO PODER COAGULANTE e L AR
TURAS imgs. venrno) (mzs. veneno) (mgs. N. %
Ambiente 0.0 0. NG 135
=4 ald - - - 5 F"“ ate -5 N - " 5"." ale - - #n
atingir o 0 13 o atingar o 10 1o Gl tingir] ¥ 107 | 15°] 3

400 C 0.070 | 0,072 ] 0.102 | 0 104] 0.112] 0.007 | 0.007 | 0.00S | 0.009 | 0.008 | 137 1[21 112 ji0S j1o2
5w O 0045 10,128 | 0,130 | 0.155] 0.155] 0,008 | 0.011 | 0013 J 0015 | 0 021 | 135 li33 P33 oG hog
e C 0.200 | 0.570 0600 | 0 772] 1.000§ 0.015 | 0.400 § 0.500 | 0.500 | 0.500 | 125 j111 [109 Q06 105
e C 1.5900 | 2.000 | 3.200 | 3.600] 4 D00 0.055 | 0050 |0 500 | 0.500 [0.600 | 117 | B |29 |5 N
S50e C 2,600 | 3.400 § 5.000 | § 200 | 14 300] 0.055 | 0.2u0 } 0.500 | 0.600 | 1.000 28 |15 B 15) 10
90e C 2.000 | 3.600 | 5.000 | 10.000 | 20.000] 0.120 | 0700 § 0.500 § 1.000 | 2,500 14112 8§
Ebulicia | 2,000 | 4.500 | 5.500 | 15,000 | 20 000} 0 160 | 1.500 § 1.500 | 2.000 | 3.500 21 12112} 10

=

b

mento, conquanto apresente algumas anomalias quanto a perda progressiva de
atividade em fungido do aumento de temperatura e do tempo de aquecimento.
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Assim é que no Grafico I, na curva em que expressamos as atividades do
veneno, apés aquecimento so até atingir as diversas temperaturas, observamos
uma ativagio do poder toxico a 50°C e logo a 60°C uma atenuagiio acentuada
e a 70°C uma quéda brusca desta atividade que, entdo, pouco se altera até a

ebulicao.
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A perda total da toxicidade s6 se di a 110°C por aquecimento durante 15’

(Quadro IV).
QUADRO 1V

Temperatura Poder toxico Poder coagulante | Poder proteolitico
(mgs. veneno) (mgs. veneno) (mg. N9%%)
Ambiente 0,051 0,002 13
100°C 19.500 2 500 -
110:C = 3 4
120°C — o Vo,
|

+ Tempo fixo — 15
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Acreditamos, apesar de termos trabalhado em condigGes diferentes, que

VitaL BraziL & RaNGerL Pestana (4), ao constatarem uma perda da ativi-
dade toxica deste veneno a 70°C, referiam-se nio a uma perda total, mas, jus-
tamente a esta queda brusca de atividade que tambem observamos nesta tempe-
ratura. :
Julgamos interessante consignar aqui, nio obstante fora da alcada deste
estudo, que os sintomas mortais nos pombos injetados com estas solugdes aque-
cidas de 40° a 120° sio bem diversos. De 40 a 70° observam-se hemorragias,
grande agitacgio, bater de azas e, finalmente, a morte em decubito dorsal. De
70° a 120°, ao contrario, observa-se uma paralisia locomotora, dispnéa e, final-
mente, a morte em decubito ventral. Estes sintomas tornam-se cada vez mais
nitidos, 2 medida que a temperatura se eleva.

No que diz respeito a atividade coagulante. Grafico IT, observamos uma
diminuicio brusca a 60°.
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Grafico I

HoussAy, SorperLt & NEecrete (2) ja haviam tambem constatado uma
perda subita das atividades toxica e coagulante entre 60 e 70°C. Esses autores
falam, entretanto, do reaparecimento destas propriedades, embora atenuadas, do

v badey



Lavra C. Tasorpa — Principios loxico, coagulante e proteolitico do
veneno da B, jararaca e 175
TR i !
veneno por aquecimento a 80 ou 90°C. Em nossas experiencias, mesmo por
ebulicio durante 30°, o veneno nio perdeu totalmente nenhuma de suas ativi-
dades, entretanto, ndo pudemos tambem observar uma ativagio dos poderes to-
xico ou coagulante por aquecimento a 80 ou 90°C,

Obtivemos entretanto uma notavel ativacio do poder coagulante a 70°C e
uma pequena ativagio da toxicidade a 50°C, como ja dissemos. No Quadro
IV constatamos a inativagiio do poder coagulante a 110°C. Quanto ao principio
proteolitico, Grafico III, obtivemos uma ativagio a 50°C e a ebuli¢io e inati-
vagio tambem a 110°C (Quadro IV).
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Esti féra de duvida que a atenuagio das diversas atividades é funcio
tambem do tempo de aguecimento.

Observamos no Quadro III que o veneno aquecido s6 até atingir a tem-
peratura de 40°C, por exemplo, € toxico para o pombo com 0 mg. 070, enquanto
que com um aquecimento 4 mesma temperatura por 30" sio necessarios 0 mg. 112
de veneno para matar o pombo.

Ja o poder coagulante, conquanto haja sofrido tambem uma atenuagio esta
foi mais branda, passou de O mg. 007 por aquecimento s6 até atingir a 40°C
para o mg. 009 apés aquecimento a 40°C durante 30'.

O poder proteolitico sofreu uma atenuagio mais acentuada do que o coagu-
lante. Passou de 137 mgs. N% para 102 mgs. N% nas mesmas condi¢ies an-
teriores. '
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Aléem dos fatos ja citados, devemos ainda frisar, quanto a influencia da
temperatura sobre o veneno da Bothrops jararaca, que todas as atividades sofrem
uma atenuagao com o aumento de temperatura, salvo nos casos ja citados e que
¢ fun¢io do tempo de aquecimento. A atividade toxica cai bruscamente de 30
para 70°C, a coagulante de 50 para 60°C e a proteolitica de 60 para 70°C, exceto
com o aquecimento s6 até atingir as diversas temperaturas em que observamos
a queda brusca da atividade proteolitica a 80°C.

Alids, a comparagio das curvas referentes as temperaturas s6 até atingir,
mostra-nos claramente que a temperatura age de modo diverso sobre estes tres
principios. O principio toxico permanece inalteravel até 40°C, ativa-se a 50°C
e cai bruscamente até 70°C e, praticamente, nada perde até a ebulicio (98°C).

O principio coagulante sofre uma desnaturagio regular e progressiva, po-
dendo ser expressa esta perda quasi como uma funcio linear do acrescimo de
temperatura. Finalmente, o principio proteolitico inativa-se lenta e progressi-
vamente at¢ 70°C para cair bruscamente de 70 para 80°C e dai pouco perder
até a ebulicio.

Sendo o escopo principal do presente trabalho investigar a agio da tempe-
ratura sobre os principios toxico, coagulante e proteolitico do veneno da Bothrops
jararaca, para fins de fracionamento, prosseguimos no mnosso trabalho. investi-

gando com mais minucias as temperaturas exatas em que esses pPrincipios sio
alterados bruscamente.

RESUMO

Pelas nossas pesquisas em torno da influencia da temperatura sobre os
principios toxico, coagulante e proteolitico do veneno da Bothrops jararaca che-
gamos aos seguintes resultados:

1) Que essa influencia depende de inumeros outros fatores além dos ja
observados por Vital Brazil e Rangel Pestana (qualidade do veneno, tempo
de aquecimento e grau de diluigdo), isto é:

a) do modo como foi dessecado o veneno, si em estufa a 37°C ou em alto
vacuo a baixa temperatura;

b) do pH da agua em que foi dissolvido;

¢) do modo como foi aquecido — si a fogo direto ou indireto:

d) si o aquecimento foi realizado sobre o veneno seco ou em solucio.

2) Que o veneno dessecado em estufa a 37°C e aquecido seco s6 é total-
mente inativado & temperatura de 180°C.
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3) Que o veneno dessecado em estufa a 37°C e em solugio 1% em agua
bidistilada pH 6,2 (como realizamos todo o nosso trabalho) € inativado total-
mente a temperatura de 110°C.

4) Que, nas solugdes, a influencia da temperatura jia se faz sentir sobre
os principios toxico, coagulante e proteolitico a partir de 40°C, dependendo do
tempo de aquecimento.

5) Que o principio toxico € atividade a 50°, num aquecimento s6 até atingir
essa temperatura, a 60°C sofre uma atenuacio e a 70°C uma queda brusca desta
atividade, nada mais perdendo até a ebulicio.

6) Que o principio coagulante diminue bruscamente a 60°C, mas a 70°C
observamos uma notavel ativacio,

/) Que o principio proteolitico é ativado a 50° (5 e 10 minutos), e por
cbuligio (15 e 30 minutos), caindo bruscamente a 70°C. E' mais resistente
a temperatura.

8) Que a comparagiao das aghes da temperatura sobre estes tres principios
evidencia uma notavel diferenga nas suas temperaturas de atenuacio brusca, o
que faz crer serem aquelas entidades distintas. Este ponto serdi melhor eluci-
dado pela determinagio mais exata da temperatura de atenuagio brusca de cada
principio, no veneno integral, como mostraremos em outro trabalho.

Cremos, entretanto, devido aos inumeros fatores que influenciam a agfio
do calor sobre o veneno, que s6 por uma separagio dos tres principios — 0 que
¢ nosso escopo —poderemos obter dados mais exatos e tambem estabelecer a
identidade ou diversidade destes principios.

ABSTRACT

Our experiments studying the effect of the temperature on the toxic. clotting
and proteolytic principles of the Bothrops jararaca venom led us to the following
results:

1. That this effect depends on various other factors, besides those already
stated by Vital Brazil and Rangel Pestana (quality of the venom, heating period
and degree of dilution), that is:

a) the method of dehydration of the venom, if in the drying oven at 37°C
or at low temperature and high vaccuum;

b) the pH of the water in which it has been dissolved;
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¢) the method of heating — if applying direct or indirect heat;

d) if the heating of the venom has been carried on in dry state or in so-
lution.

2. That the venom dehydrated in the drying oven at 37°C. and heated in
dry state loses its activity completely only at 180°C,

3. That the dehydrated venom in the drying oven at 37°C. and in 1%
aqueous solution of bi-distilled water at pH 6.2 (as employed in all our expe-
riments) is completely inactivated at 110°C..

4. That, when in solution, the temperature effect influences the toxic,

clotting and proteolytic principles from 40°C. on, depending on the heating
period.

5. That the toxic principle is activated at 50°C, heating being ceased as
soon as this temperature is reached; at 60°C. it undergoes a decrease and at

70°C. an abrupt drop occurs, no other alteration being observed until the boiling
point.

6. That the clotting principle activity drops suddenly at 60°C., at 70°C.
a remarkable activation has been noticed when heated for 5 minutes.

7. That the proteolytic principle is activated at 50°C. (5 and 10 minutes)
and at the boiling point (15" and 30") and suffers a sudden drop at 70°C.. It
15 more thermo-resistant.

8. That a comparison of the effects of the temperature on these three
principles shows a noticeable difference at the temperatures at which a sudden
drop of their activity is observed, what makes us believe that these three prin-
ciples are distinct entities. This fact will be better elucidated on determining
the exact temperature at which each principle in the whole venom undergoes an
abrupt decrease, as we shall show in another paper.

We believe, however, that on account of the numerous factors that influence
the effect of the heat on the venom, only by a separation — our scope — we
shall be able to secure exact data and also establish an identity or diversity of
these principles.

ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen iiber den Temperatur-Einfluss auf die toxischen, knagu-.
lierenden und proteolytischen Wirkungen des Giftes der “Bothrops jararaca™
fihrten uns zu nachstehenden Schlussfolgerungen:
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1. Dieser Einfluss hingt ausser denen, schon von Vital Brazil und Rangel
Pestana beobachteten (Qualitat des Giftes, Erhitzungszeit und Verdinnungs-
grad) noch von wvielen anderen Faktoren ab, die da sind:

a) Trocknungsweise, ob bei 37°C im trockenschrank oder bei niedriger
Temperatur im Hochvakuum;

b) Die Wasserstoifionenkonzentration des Wassers, in dem das Gift ge-
lost wird;

c) Die Erhitzungsweise, ob direkt oder indirekt;

d) Ob die Erhitzung eines trockenen oder eines sich in Losung befinden-
den Giftes erfolgt.

2. Ein bei 37°C im Trockenschrank getrocknetes Gift wird, wenn als
Trockensubstanz erhitzt, erst bei 180°C vollstindig inaktiviert,

3. Ein bei 37°C im Trockenschrank getrocknetes Gift wird, wenn in 1%
Losung in bi-destiliertem Wsser (pH 6,2) erhitzt wird (unsere Untersuchumg-
en sind so ausgefithrt worden) bei 110°C volltindig inaktiviert.

4. In Losungen ist der Temperatur-Einfluss auf die toxische, koagulie-

rende und proteolytische Wirkung bei 40°C bemerkbar, jedoch abhingig von der
Erhitzungszeit.

5. Die toxische Wirkung wird bei 50°C aktiviert, falls bis zu dieser Tem-
peratur erhitzt wird; bei 60°C erleidet die Aktivitit cine Verminderung und bei
70°C fallt sie plotzlich, ohne bis zur Erreichung der Siedetemperatur einen wei-
teren Verlust zu erfanren,

6. Die koagulierende Wirkung fallt plotzlich bei 60°C und aktiviert sich
bemerkenswerter Weise bei 70°C, wenn 5 Minuten erhitzt wird.

7. Die proteolytische Wirkung wird bei 50°C (5 und 10 Minuten) und
bei Siedetemperatur (15-30 Minuten) aktiviert, fillt plotzlich bei 70°C und ist
temperaturbestindiger.

8. Da die Vergleichung des Temperatur-Einflusses auf die drei Wirkung-
en deutlich einen bemerkenswerten Unterschield in der plétzlichen Verminder.
ung der Aktivitit durch die Temperatur zeigt, glauben wir, dass es sich um
verschiedene Prinzipien handelt. In weiteren Untersuchungen werden wir die
genauen Temperaturen der plotzlichen Verminderung der Aktivitiit jeder dieser
drei Wirkungen im Gesammt-Gift bestimmen und so diesen Punkt besser
aufklaren.

Da die Wirkung der Temperatur auf das Gift von vielen Faktoren beein-
fiusst wird, nehmen wir an, nur durch eine Trennung der drei Wirkungen —
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unser Ziel — genauere Angaben zu bekommen und die Gleichheit oder Verschie-

denheit dieser Wirkungen {festzustellen.
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