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Vorwort.

Die chemische Bearbeitung der Proteine hat in den letzten Dezen-
nien einen solchen Umfang angenommen, und die darauf beziiglichen
Abhandlungen sind in so vielen Zeitschriften zerstreut, daB jeder auf
diesem Gebiete tétige Forscher das Erscheinen besonderer Lehrbiicher,
z. B. ,,Der Chemie der EiweiBkdrper von Cohnheim*, gewil mit Freude
begriiBt hat.

Trotz der dadurch auBerordentlich erleichterten Ubersicht ist das
Studium der Originalabhandlungen noch immer mit Unbequemlich-
keiten verbunden. Ich habe mich deshalb entschlossen, meine eigenen
hierher gehdrigen Untersuchungen, die in vier verschiedenen Zeit-
schriften erschienen sind, in diesem Buche zusammenzustellen. Es
enthilt alle auf Aminosduren, Polypeptide und Proteine beziiglichen
Aufsitze, die von mir allein oder gemeinsam mit jiingeren Fach-
genossen von 1899 bis Ende Marz 1906 veroffentlicht wurden. AuBer-
dem habe ich einige damit im engsten Zusammenhang stehende Arbeiten
der Herren Slimmer, Mouneyrat, L,euchs und Suzuki, die unter
meiner Leitung entstanden sind, aufgenommen.

Ferner schien es mir zweckmiBig, die Resultate, welche mein
langjahriger Mitarbeiter Herr Dr. E. Abderhalden teils allein teils
im Verein mit verschiedenen &lteren Medizinern im hiesigen Institute
bei der Hydrolyse von zahlreichen Proteinen nach den von mir auf-
gefundenen Methoden erhielt, am SchluB des Buches im Auszug mit-
zuteilen.

Alle iibrigen Abhandlungen sind wortgetreu wiedergegeben, so daf3
sie als direkte Literaturquelle angefiihrt werden kénnen. Kleine Ande-
rungen betreffen nur einige Druckfehler in dem Original oder ganz
vereinzelte Zahlenangaben, die bei den spiteren Versuchen als ungenau
erkannt wurden, z. B. diejenige iiber das Drehungsvermdgen des salz-
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sauren d-Alanins. Den zahlreichen Hinweisen auf die Originalabhand-
lungen sind in eingeklammerter Kursivschrift die Seitenzahlen des
Buches beigefiigt, wodurch seine Benutzung erleichtert wird.

Um MibBverstandnissen vorzubeugen, halte ich eine besondere Be-
merkung iiber die Bezeichnung der stereoisomeren Aminosduren und
Polypeptide fiir notwendig.

Obschon die in den Proteinen vorkommenden Aminosiuren sehr
wahrscheinlich untereinander einen dhnlichen geometrischen Bau be-
sitzen und auch wohl! in naher genetischer Beziehung zu den Kohlen-
hydraten stehen, so ist doch bisher Naheres iiber ihre Konfiguration
nicht bekannt und man kann sie deshalb nicht in sterische Reihen ein-
teilen, wie ich es bei den Zuckern getan habe. Vorlaufig bleibt also
nichts anderes iibrig, als sie empirisch als d- und /-Verbindung zu
unterscheiden und zwar konventionell nach der Drehungsrichtung der
wassrigen Losung oder bei der Asparaginsiure nach der Beziehung zum
linksdrehenden Asparagin, wie es schon in vielen Lehrbiichern geschehen
ist. Dann ergeben sich fiir die in den Proteinen vorkommenden
Aminosduren, deren optische Antipoden kiinstlich schon dargestellt
worden sind, folgende Zeichen:

d-Alanin,
l-Leucin,
I-Phenylalanin,
I-Tyrosin,
I-Asparagin,
l-Asparaginsiure,
d-Glutaminsiure.

Dieselben Buchstaben bleiben fiir ihre samtlichen Derivate, auch
wenn deren Drehung umgekehrt ist.

Fiir die racemischen Formen habe ich weder das von mir in der
Zuckergruppe gebrauchte ,,7‘ (inaktiv) noch das von Ladenburg vor-
geschlagene ,,7‘ (racemisch), die beide zu MiBverstindnissen fiithren
konnen, sondern das von mir spater gewahlte ,,dl'‘ durchgingig benutzt.
In derselben Art ist die Konfiguration der Polypeptide durch die Zeichen
3, W1 und L4l ausgedriickt.

Den etwas schwerfilligen Namen ,,Proteinstoffe’ oder ,,Protein-
korper* habe ich in den spéteren Abhandlungen in Proteine abgekiirzt.
Das in der englischen Literatur im gleichen Sinne gebrauchte Wort
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,,Proteid“ konnte ich leider nicht annehmen, weil man darunter in
Deutschland seit langen Jahren nach einem Vorschlag von Hoppe-
Seyler eine beschrinkte Klasse von komplizierten Proteinen versteht.

Die Anordnung des Stoffes in dem Buche ist soweit wie moglich
systematisch und im iibrigen chronologisch.

Als Einleitung wurde der Vortrag benutzt, den ich im Januar 1906
vor der deutschen chemischen Gesellschaft gehalten habe und in dem
samtliche Resultate in iibersichtlicher Weise zusammengefaBt sind.

Der experimentelle Teil enthilt alle Einzelabhandlungen ungefihr
in der gleichen Reihenfolge, wie sie in der Einleitung besprochen sind.

Das am SchluB befindliche alphabetische Sachregister ist von
Herrn Dr. E. Abderhalden hergestellt. Ich sage ihm dafiir ebenso
wie fiir das Mitlesen der Korrektur auch hier besten Dank.

Berlin, im April 1906.

Emil Fischer.
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Einleitung.»

Da die Proteinstoffe bei allen chemischen Prozessen im lebenden
Organismus auf die eine oder andere Weise beteiligt sind, so darf man
von der Aufklirung ihrer Struktur und ihrer Metamorphosen die
wichtigsten Aufschliisse fiir die biologische Chemie erwarten. Es ist
deshalb kein Wunder, dal das Studium jener Stoffe, von dem die Che-
miker sich seit ldnger als einem Menschenalter fast ganz zuriickgezogen
haben, weil sie lohnendere Arbeit in der Ausbildung der synthetischen
Methoden oder dem Studium einfacherer natiirlicher Verbindungen
fanden, von den Physiologen in immer steigendem MaBe und mit un-
verkennbarem Erfolge gepflegt wurde. Trotzdem werden die Einge-
weihten niemals daran gezweifelt haben, daB die organische Chemie,
deren Wiege bei den Proteinen gestanden hat, sich ihnen schlieBlich
wieder zuwenden werde. Nur iiber den Zeitpunkt, wo ein Zusammen-
wirken von Biologie und Chemie erfolgreich sein werde, gingen und
gehen noch heute die Ansichten auseinander.

Wahrend vorsichtige Fachgenossen befiirchten, daB eine rationelle
Bearbeitung dieser Korperklasse durch ihre verwickelte Zusammen-
setzung und ihre héchst unbequemen physikalischen Eigenschaften
heute noch auf uniiberwindliche Schwierigkeiten stoBen werde, neigen
andere, optimistisch veranlagte Beobachter, zu denen ich mich zdhlen
will, zu der Ansicht, da man wenigstens den Versuch machen soll,
mit allen Hilfsmitteln der Gegenwart die jungfrduliche Feste zu be-
lagern; denn nur durch das Wagnis selbst kann die Grenze fiir die
Leistungsfahigkeit unserer Methoden ermittelt werden. Der niichternen
Kritik wird man allerdings nicht das Recht verwehren konnen, die Aus-
sicht auf den Erfolg zu diskutieren, indem sie die jeweiligen Kenntnisse
vergleicht mit dem, was zur Erreichung des Zieles notwendig ist.

1) Untersuchungen iiber Aminosduren, Polypeptide und Pro-
teine. Vortrag, gehalten in der Deutschen chemischen Gesellschaft am 6. Januar
1906. Berichte der Deutschen chemischen Gesellschaft 39, 530 [1906].

Zu meinem lebhaften Bedauern ist der Inhalt meines Vortrages von der
Tagespresse vielfach mit phantastischen Ubertreibungen besprochen worden. Man
wird aus dieser kritisch gehaltenen Abhandlung, iiber deren Rahmen ich beim
Vortrag nicht hinausgegangen bin, die Uberzeugung gewinnen, daB ich mich
keiner Uberschdtzung der Resultate schuldig gemacht habe.

Fischer, Untersuchungen, 1
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In bezug auf Unterscheidung, Isolierung und biologische Charak-
terisierung der zahlreichen natiirlichen Proteine hat die physiologische
Chemie Bemerkenswertes geleistet. Wir kennen mehrere Dutzend
scharf unterschiedene Glieder dieser Klasse, die sich nach I6slichkeit
und Fiallungsverhiltnissen in Gruppen ordnen lassen und von denen
manche im kristallisierten Zustand gewonnen werden konnten. Wir
wissen ferner, da8 die einzelnen Individuen Trager verschiedener biolo-
gischer Funktionen sind. Wir wissen endlich, dafB3 alle diese Korper
unter dem EinfluB bestimmter Fermente tiefgreifende, charakteristische
Zersetzungen erfahren.

Trotz alledem sind unsere Kenntnisse von ihrer chemischen Zu-
sammensetzung recht gering. Sieht man ab von den Ergebnissen der
Elementar-Analyse, so beschrinken sie sich im wesentlichen auf die
Resultate der Hydrolyse, die einerseits durch Sduren oder Alkalien
und andererseits durch die Verdauungsfermente bewirkt werden kann.
AuBer Ammoniak entstehen dadurch aus allen Proteinen nach und
nebeneinander Albumosen, Peptone und schlieBlich Aminoséduren. Uber
die Natur der beiden ersten Spaltprodukte sind wir kaum besser unter-
richtet als {iber die Proteine selbst.

Um so erfolgreicher ist das bisherige Studium der Aminosduren
gewesen; denn fiir viele hat man nicht allein die Struktur feststellen,
sondern auch die Synthese verwirklichen konnen. Auf dieser Basis
wird deshalb die chemische Forschung weiter bauen miissen, die sich
die Aufkldrung und kiinstliche Reproduktion der Peptone, Albumosen
und Proteine zum Ziel gesetzt hat.

Von dieser Uberzeugung durchdrungen, habe ich vor sechs Jahren, als
ich den Entschlufl faBte, mich dem Studium der Proteine zu widmen, mit
den Aminosduren begonnen, um aus ihrer besseren Kenntnis neue Ge-
sichtspunkte und Methoden fiir ihre komplizierteren Derivatezu gewinnen.

Der Erfolg hat meine Erwartungen nicht getduscht. Zunichst
gelang es durch Benutzung der Ester, eine neue Trennungsmethode fiir
die Monoaminosduren zu finden, die fiir die Hydrolyse der Proteine
ein wertvolles Hilfsmittel geworden ist und nicht allein die Isolierung
der bekannten Aminosduren erleichtert, sondern auch die Auffindung
von neuen Gliedern der Klasse ermoglicht hat.

Noch wichtiger scheinen mir die auf dem gleichen Wege gefundenen
Methoden zur Umwandlung der Aminosiduren in ihre amidartigen An-
hydride, fiir die ich den Sammelnamen ,,Polypeptide‘‘ gewdhlt habe.
Die hoheren Glieder dieser synthetischen Korperklasse sind in bezug
auf duBere Higenschaften, gewisse Farbenreaktionen, Verhalten gegen
Sduren, Alkalien und Fermente, den natiirlichen Peptonen so dhnlich,
daB man sie als ihre nidchsten Verwandten betrachten kann, und da
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ich ihre Gewinnung als den Beginn der Synthese der natiirlichen Peptone
und Albumosen bezeichnen mdochte.

Da die weitere Verfolgung dieser Beobachtungen noch viele Jahre
in Anspruch nehmen kann und andererseits das experimentelle Material
schon jetzt einen erheblichen Umfang angenommen hat, so halte ich
es fiir zweckmiBig, zur leichteren Orientierung einen Auszug daraus
zu geben, der alle Publikationen bis zum Ende 1905 umfaBt. Ich werde
mich dabei auf meine eigenen Untersuchungen und die damit im engen
Zusammenhange stehenden Arbeiten im hiesigen Institut beschrinken
und fremde Versuche nur soweit beriicksichtigen, als sie mir besonders
wichtig oder historisch interessant erscheinen.

I. Aminoséuren.

Indem ich ihre Geschichte als bekannt voraussetze, will ich nur
erwihnen, daB bei Beginn meiner Versuche 9 Monoaminosduren, 3 Di-
aminosiuren und das schwefethaltige Cystin als Spaltprodukte von Pro-
teinen bekannt waren.

Synthese der Monoaminosduren.

Die Synthese war bereits realisiert bei den 8 Monoaminosiuren:
Glykocoll, Alanin, «-Aminovaleriansaure, Leucin, Asparaginsiure,
Glutaminsaure, Phenylalanin und Tyrosin, soweit es sich um die Racem-
korper handelt.

Von den Methoden, die dazu benutzt wurden und die man in
den Lehrbiichern der organischen Chemie zusammengestellt findet, sind
zwei durch allgemeine Giiltigkeit und praktische Brauchbarkeit aus-
gezeichnet: einerseits die Wechselwirkung zwischen Ammoniak und den
«-Halogenfettsduren und andererseits die von Strecker herrithrende
Cyanhydrinmethode, d. h. Vereinigung eines Aldehyds mit Blausdure
und Ammoniak und nachfolgende Verseifung des Amino-cyanhydrins.

Ich habe beide wiederholt angewendet, um bekannte oder neue
Aminosduren zu gewinnen, und habe auch die erste Methode erweitert
durch eine neue Darstellung der dafiir erforderlichen «-Halogenfett-
sduren. Sie besteht darin, die Monoalkylmalonsiure von der allge-
meinen Formel R.CH(COOH), zu bromieren und die dabei fast quan-
titativ entstehenden Bromprodukte von der Formel R.CBr(COOH),
durch Erhitzen in Bromfettsduren zu verwandeln. Auf diese Art 148t
sich z. B. die Isobutylmalonsiure mit guter Ausbeute in Leucin?) iiber-

1) E. Fischeru. W. Schmitz, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 351 [1906].
(8. 205.)%)

*) Die in Kursiv gedruckten Zahlen beziehen sich auf die Seiten dieses Buches.
1%
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filhren. Praktische Bedeutung hat das Verfahren gewonnen fiir die
Bereitung des Phenyl-alanins?!), die meiner Ansicht nach bequemer ist,
als die Synthese von Erlenmeyer jun.

Entdeckt wurde mit seiner Hilfe die bisher unbekannte y-Phenyl-
a-aminobuttersdure?2), und ich kann es fiir alle diejenigen Félle emp-
fehlen, wo die betreffende Malonsdure leicht zu bereiten ist. Seine
Verwendung fiir die Synthese der Diaminosduren wird spiter besprochen
werden.

Spaltung in die optischen Isomeren.

Mit Ausnahme des Glykocolls enthalten samtliche Aminosiuren,
die aus den Proteinen entstehen, ein asymmetrisches Kohlenstoffatom,
und sind deshalb, soweit sie in der Natur vorkommen, optisch-aktiv.

Im Gegensatz dazu liefert die Synthese die Racemform, und es
bedarf noch besonderer Operationen, um aus ihr die optisch-aktiven
Komponenten zu isolieren. Die letzte Aufgabe war nur in vereinzelten
Fillen gel6st, am frithesten bei der Asparaginsiure; denn ihr Amid,
das Asparagin, kann durch blo8e Kristallisation des Racemkorpers aus
Wasser in die beiden optischen Antipoden gespalten werden.

Unvollkommener waren die Resultate, welche E. Schulze und
BoBhard3) bei dem racemischen Leucin und der racemischen Glut-
aminsdure, oder Engel bei der racemischen Asparaginsiure durch
partielle Vergirung erzielten; denn sie konnten so nur die optischen
Antipoden der in der Natur gewdhnlich vorkommenden Aminosduren
erhalten.

Ich habe deshalb eine neue Spaltungsmethode der Aminosduren
ausgearbeitet, welche darauf beruht, ihre Benzoylverbindungen, die
starke Sduren sind, mit optisch-aktiven Basen zu verbinden und die
beiden isomeren Salze durch Kristallisation zu trennen. Die aktiven
Benzoylverbindungen liefern dann bei der Hydrolyse die entsprechenden
aktiven Aminosduren.

Auf diese Weise gelang es mir, das Alanin4), die x-Aminobutter-
sdureb), das Leucin®), die x-Amino-un-capronsidure?), das Phenylalanin8),

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 3062 [1904]. (S. 369.)

2) E. Fischeru. W. Schmitz, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 351 [1906].
(S. 209.)

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 138 [1886].

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2454 [1899]. (S. 90.)

5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2390 [1900]. (S. 136.)

6) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2370 [1900]. (S. 119.)

7) E. Fischer und R. Hagenbach, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34,
3764 [1901]. (S. 144.)

8) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2383 [1900]. (S. 132.)
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das Tyrosinl), die Asparaginsdure?) und die Glutaminsiure3) in die
optischen Komponenten zu spalten und dadurch auch die Synthese
der natiirlichen optisch-aktiven Formen zu verwirklichen.

An Stelle der Benzoylverbindungen lassen sich auch andere Acyl-
derivate, z. B. die Formylkorper 4), fiir den gleichen Zweck verwenden,
und diese bieten noch den besonderen Vorteil, dafl die Riickverwandlung
in Aminosduren schneller und leichter vonstatten geht, und infolge-
dessen die Gefahr der Racemisierung vermindert wird.

Synthese der Diaminosduren.

Im Gegensatz zu den Monoaminosduren sind diese Korper der
kiinstlichen Herstellung recht schwer zugénglich. Zwar gelang die
Darstellung des Anfangsgliedes, der Diaminopropionsaure, aus «, f-Di-
brompropionsdure und Ammoniak verhaltnismafig leicht®); dagegen
fehlte es an Methoden, die homologen Substanzen, in denen die Amino-
gruppen weiter voneinander entfernt sind, zu gewinnen. Selbst wenn
die entsprechenden Bromverbindungen bekannt sind, kann die Ver-
wandlung in Diaminosduren mifigliicken, wie die Beobachtungen von
Willstdtter zuerst gezeigt haben, der aus «, d-Dibromvaleriansdure
beziehungsweise dem entsprechenden Dibrompropylmalonester durch
Ammoniak an Stelle der erwarteten Diaminosdure die «-Pyrrolidin-
carbonsdure gewanns).

Bessere Resultate erhielt ich?) durch eine Modifikation der schonen
Synthese, welche S. Gabriel mit Hilfe des Phtalimids ausgefiihrt hat.
So diente fiir die Synthese der «, -Diamino-valeriansiure der von
Gabriel beschriebene Phtalimidopropyl-malonsdureester als Ausgangs-
material. Er nimmt in der Malongruppe leicht ein Bromatom auf.
Durch Verseifung und Abspaltung von Kohlensdure erhélt man weiter
die Phtalimido-brom-valeriansiure,

/CON

C6H4\Co/

N.CH,.CH,.CH,.CH.COOH,
Br

und daraus entsteht endlich durch Ammoniak und nachtrigliche Ab-
spaltung der Phtalylgruppe die «,d-Diamino-valeriansiure. Diese

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 3638 [1899]. (S. 110.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2460 [1899]. (S. 97.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2464 [1899]. (S. 101.)

4) E. Fischer und O. Warburg, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38,
3997 [1905]. (S. 149.)

5) Klebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 19, 301 [1894].

6) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 1160 [1900].

7) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 454 [1901]. (S. 211.)
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konnte als die racemische Form des natiirlichen Ornithins gekenn-
zeichnet werden, denn sie lieferte ein Benzoylderivat, das sich nur
durch die optische Inaktivitdt von der durch Jaffé entdeckten Orni-
thursdure unterscheidet. Den naheliegenden Gedanken, die synthetische
Benzoylverbindung nach der oben beschriebenen allgemeinen Methode
in die optischen Komponenten zu spalten, habe ich leider wegen Mangel
an Material nicht ausfithren konnen; er ist aber einige Jahre spiter
von S6rensenl) mit Erfolg aufgenommen worden. Damit ist die
Synthese des natiirlichen Ornithins und auch des natiirlichen Arginins
vollstandig durchgefiihrt; denn das letztere entsteht, nach den Beob-
achtungen von E. Schulze und Winterstein?2), durch Addition von
Cyanamid an Ornithin.

Auf dieselbe Art wie die ®,d-Diamino-valeriansiure erhielt ich aus
dem Phtalimidodthyl-malonsdureester die «,y-Diamino-buttersiure3),
und man kann mit ziemlich groBer Sicherheit voraussagen, daB der
von Gabriel und MaaB dargestellte Phtalimidobutyl-malonsdureester
bei der gleichen Behandlung die «,é-Diamino-capronsdure (inaktives
Lysin) liefern wird. Den letzteren Versuch habe ich nicht ausgefiihrt,
weil es mir in Gemeinschaft mit F. Weigert4) inzwischen gelungen
war, ein viel bequemeres Verfahren fiir die Synthese dieser Diamino-
sdure zu finden. Es beruht auf der Wechselwirkung, welche der schon
von Blank nach der Methode Gabriels dargestellte y-Cyanpropyl-
malonester, NC.CH,.CH,.CH,.CH(COOC,Hj;),, durch salpetrige Sdure
erfahrt. TUnter Austritt von einem Carboxdthyl entsteht dabei der
&-Oximido-d-cyan-valeriansduredthylester:

NC. CH2 . CH2 . CH2 . C(: N. OH) . COOC2H5 .

Wird diese Verbindung mit Alkohol und Natrium reduziert, so
bildet sich in verhéltnism#Big glatter Weise «&,é&-Diamino-capronséure,
H,N.CH,.CH,.CH,.CH,.CH(NH,).COOH, die sich als identisch mit
dem racemisierten Lysin erwiesen hat.

Fiir die vollige Synthese des natiirlichen aktiven Lysins bleibt nur
noch die Spaltung des Racemkorpers auszufithren, die aller Wahr-
scheinlichkeit nach auch nach meiner Methode mit Benutzung der
Benzoyl- oder Formyl-Verbindung gelingen wird.

Finige Jahre nach meinen Publikationen hat S. P. I,. S6rensen?)
eine neue Synthese des Ornithins und Lysins beschrieben, die groBe

1) Compt. rend. d. trav.fd. Laborat. Carlsberg VI.

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 3191 [1899].

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 2900 [1901]. (S. 222.)
4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3772 [1902]. (S. 229.)
5) a. a. O.
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Ahnlichkeit mit meiner Methode hat. Er fithrt ndmlich zuerst die
Phtalimidogruppe in den Malonsdureester ein, 146t auf diese Verbin-
dung Natriumalkylat und p-Brompropyl-phtalimid beziehungsweise
y-Chlorbutyronitril einwirken und reduziert die letztere Substanz mit
Alkohol und Natrium. Durch nachtrigliche Abspaltung der Ester-
gruppen, der Phtalylgruppen und eines Carboxyls gewinnt er dann
schlieflich die Diaminosdure. Fiir die Bereitung des inaktiven Or-
nithins scheint sein Verfahren mit dem meinigen gleichwertig zu sein.
Bei der Darstellung des inaktiven Lysins 148t aber die Ausbeute zu
wiinschen {ibrig, und deshalb ist hier sicherlich das Verfahren von
Weigert und mir als bequemer und billiger vorzuziehen. Wir haben
danach ziemlich groBe Mengen (iiber 100 g) von inaktivem Lysin-
pikrat hergestellt, und dieses Material hat dann spdter Suzuki
und mir fiir die Synthese von Lysyl-lysin und Lysinanhydrid ge-
dient1).

Die dritte neue Methode zur Gewinnung von Diaminosduren be-
ruht auf der Wechselwirkung zwischen Ammoniak und den doppelt
ungesittigten Sduren. So entsteht aus der Sorbinsdure beim Erhitzen
mit starkem, wisserigem Ammoniak auf 1500 eine neue Diaminocapron-
sdure?), die mit dem inaktiven Lysin isomer ist, deren Struktur aber
noch nicht sicher festgestellt wurde. Sie ist ausgezeichnet durch die
Neigung, bei hoherer Temperatur unter Verlust von Ammoniak und
Wasser in das Anhydrid einer Aminohexensdure von der Formel C;HyON
iiberzugehen.

Auf dieselbe Art entsteht aus der f-Vinyl-acrylsiure eine neue
Diamino-valeriansdure3), die gleichfalls, wenn auch weniger leicht, bei
der Destillation in das Anhydrid einer Aminopentensdure iibergeht.

Synthese der Oxyaminosduren.

Nachdem das von Cramer4) entdeckte Serin als regelmiBiges
Spaltprodukt der Proteine erkannt war®), und nachdem auch noch
andere Oxyaminosduren, wie die Oxypyrrolidin-carbonsdure, bei der
Hydrolyse einzelner Proteine aufgefunden waren®), lag der Gedanke

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 4181 [1905]. (S. 446.)

2) E. Fischer und F. Schlotterbeck, Berichte der d. d. chem. Gesellsch.
3%, 2357 [1904]. (S. 237.)

3) E.Fischerund K. Raske, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 3607 [1905].
(S. 243.)

4) Journ. f. prakt. Chem. [1] 96, 76 [1865].

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 222 [1902] (S. 687 w. 690); 36, 473 [1902]
(S. 712 w. 713); 39, 156 [1903]. (S. 729.)

6) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 2660 [1902]. (S. 680.)
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nahe, eine Synthese fiir derartige Produkte zu suchen; denn die Me-
thoden, die zur kiinstlichen Herstellung des Tyrosins gedient hatten,
konnten fiir die aliphatischen Verbindungen nicht in Betracht kommen.
Gleichzeitig schien eine neue Untersuchung {iiber die Struktur des
Serins und sein Verhaltnis zu dem kiinstlich gewonnenen Isoserin
notig.

Diese Aufgabe wurde gelost durch die Versuche von H. Lreuchs
und mir, welche in der Abhandlung ,,Synthese des Serins, der /-Glucos-
aminsiaure und anderer Oxyaminosiuren‘‘1) beschrieben sind.

Es gelang uns namlich, die Streckersche Methode auf die Oxy-
aldehyde anzuwenden. Aus Glykolaldehyd wurde das Serin gewonnen.
Als Zwischenprodukt entsteht dabei aller Wahrscheinlichkeit nach das
Amino-cyanhydrin, CHy(OH).CH(NH,).CN, das aber nicht isoliert
wurde. Fiir das Serin ergab sich aus dieser ersten Synthese die schon
frither gebrauchte, aber keineswegs bewiesene Strukturformel CHy(OH)
.CH(NH,).COOH, die iiberdies noch durch die Reduktion des Serins
mit Jodwasserstoff zum &-Alanin bestitigt werden konnte. Da das
Isoserin bei gleicher Reduktion pB-Alanin lieferte, so war auch seine
Struktur endgiiltig festgelegt.

Etwas spater hat E. Erlenmeyer jun. eine andere Synthese des
Serins beschrieben 2), die zu demselben Schlusse beziiglich der Struktur
fithrt.

Eine dritte, noch nicht publizierte Synthese, die nur eine Modi-
fikation der ersten ist, wurde in jiingster Zeit von H. Leuchs und
W. Geiger im hiesigen Institut aufgefunden und ist im Gegensatz zu
den beiden ersten Methoden fiir die praktische Darstellung des Serins
zu empfehlen.

Viel leichter als der Glykolaldehyd 148t sich das Aldol nach der
Cyanhydrinmethode in die entsprechende &-Amino-y-oxyvaleriansiure,
CH;.CH(OH).CH,.CH(NH,).CO,H, verwandeln; diese ist ebenso wie
die gewohnlichen y-Oxysduren durch die Neigung zur Anhydridbildung
ausgezeichnet, denn sie verwandelt sich schon bei der Behandlung mit
Alkohol und Salzsdure in das Hydrochlorat einer Base CzZHgO,N, die
wir als das Lacton:

CH,.CH.CH,.CH(NH,).CO
l i
o

auffaBten. Letzteres zeigt eine merkwiirdige Polymerisation; es
geht schon bei gewdhnlicher Temperatur in eine feste Substanz

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3787 [1902]. (S. 251.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3769 [1902].
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iiber, welche die gleiche empirische Zusammensetzung, aber das dop-
pelte Molekulargewicht hat, und die wir glaubten als das Diketo-
piperazin:

NH

/ N\
CH,.CH(OH).CH,.CH CO

CO CH.CH,.CH(OH).CH,
N/
NH

betrachten zu miissen.

Endlich konnten wir die synthetische Methode auch auf die Zucker-
arten anwenden. Am leichtesten war der Versuch bei der Galactose,
weil die hier in ziemlich guter Ausbeute entstehende Galaheptosamin-
siaure, CHy(OH).[CH.OH], . CH(NH,).COOH, wegen ihrer geringen Lss-
lichkeit in Wasser bequem zu isolieren ist.

Ungleich interessanter aber war das Resultat bei der /- und d-
Arabinose; denn hier resultieren die /- und die d-Glucosaminsiuren
CH,(OH).[CH.OH];.CH(NH,).COOH, von denen die d-Verbindung
sich identisch mit dem Oxydationsprodukt des Glucosamins zeigte. Da
umgekehrt die Glucosaminsduren sich wieder zum Zuckerderivat redu-
zieren lieBen, so war damit die totale Synthese des physiologisch so
wichtigen Glucosamins verwirklicht und gleichzeitig seine Konstitution
endgiiltig festgestellt.

Es ist kaum zu bezweifeln, da3 man mit Hilfe dieser Methode
noch zahlreiche glucosamindhnliche Derivate der Zuckerarten gewinnen
kann, und ich halte diese Versuche keineswegs fiir iiberfliissig, da aller
Wahrscheinlichkeit nach solche Produkte in groBerer Zahl in der Natur
zu finden sind.

Eine ganz andere Methode zur Synthese der aliphatischen Oxy-
aminosduren hat kiirzlich S6rensenl) gefunden. Sie schlieft sich
aufs engste an seine Synthese der Diaminosduren an. So gelang es
ibhm, aus dem y-Brompropyl-phtalimidomalonester die 4-Oxy-x-amino-
valeriansdure zu gewinnen, die mit der obenerwdhnten, aus Aldol
entstehenden Verbindung isomer ist. Ich werde spéter auf diese inter-
essante Substanz zuriickkommen.

SchlieBlich erwihne ich noch die Synthese von zwei Oxypyrrolidin-
carbonsduren, welche H. Leuchs?2) im hiesigen Institut ausgefiihrt
hat, und bei der ebenfalls ein Malonester-Derivat als Ausgangsmaterial
diente.

1) a. a. O.
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 1937 [1905].
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Derivate der Aminosauren.

Um neue Methoden fiir die Isolierung, Erkennung, Reinigung,
Trennung und Kondensation der Aminosduren zu gewinnen, habe ich
eine Reihe von Derivaten studieren miissen, iiber deren Darstellung,
Eigenschaften und Benutzung folgende allgemeine Bemerkungen orien-
tieren sollen.

Acylverbindungen.

Am bekanntesten sind die Benzoylverbindungen der Aminosiduren,
an deren Spitze die Hippursaure steht. Sie 148t sich synthetisch recht
gut durch Schiitteln einer alkalischen Ldsung von Glykocoll mit Ben-
zoylchlorid bereiten. Aber dieses einfache Verfahren gibt schlechte
Resultate bei den kohlenstoffreicheren Aminosduren. Ich habe es des-
halb modifiziert durch Anwendung von Natriumbicarbonat an Stelle
von Natronlauge und mit dieser Abdnderung nicht allein fiir die ge-
wohnlichen Aminosduren — Alanin, Leucin, «-Aminobuttersiure,
&-Amino-n-capronsiaure —, sondern auch fiir die Asparagin- und Glut-
aminsdure recht gute Resultate erhaltenl). Dal} diese Benzoylverbin-
dungen fiir die Spaltung der racemischen Aminosduren in die optischen
Komponenten verwendet wurden, ist bereits erwidhnt. Man kann sie auch
in einzelnen Fillen zur Charakterisierung der Aminosiuren benutzen.

Noch leichter als die Benzoylverbindungen lassen sich die Foz-
mylderivate2) bereiten, denn sie entstehen in guter Ausbeute beim
bloBen Kochen der Aminosduren mit trockner Ameisensdure.

Auch sie sind fiir die Spaltung in die optischen Komponenten ge-
eignet, wie an dem Beispiel des Formylleucins gezeigt wurde, und sie
bieten den besonderen Vorteil, daB} sie sich recht leicht durch Siuren
oder Alkalien in die Aminosiuren zuriickverwandeln lassen. Infolge-
dessen ist die Gefahr der partiellen Racemisierung bei ihnen geringer,
als bei den Benzoylkérpern.

Weniger wichtig sind die Acetylverbindungen. Von ihnen kennt
man nur die zuerst von Kraut und Hartmann beschriebene Acetur-
saure, die Th. Curtius3) spdter durch Kochen von Glykocoll mit
Essigsaureanhydrid erhielt, und das racemische Acetyl-leucin, das ich
aus Leucinester und Essigsdureanhydrid gewann4). Zum Unterschied
von der Formylverbindung bildet letzteres mit den Alkaloiden keine
gut kristallisierenden Salze.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 2453 [1899]. (S. 89.)

2) E. Fischer und O. Warburg, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38,
3997 [1905]. (S. 149.)

3) Berichte d. d, chem. Gesellsch. 16, 757 [1883].

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 449 [1901]. (S. 190.)
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Noch leichter als die Benzoylderivate lassen sich die Verbindungen
der Aminosduren mit der Benzolsulfosdure darstellen, indem man deren
Chlorid mit ihrer alkalischen Losung schiitteltl). Besonders fallt hier
die Schwierigkeit fort, das Benzolsulfoderivat von der gleichzeitig ge-
bildeten Benzolsulfosdure zu trennen, da diese in Wasser sehr leicht
16slich ist. In einzelnen Fallen, wie beim Leucin oder der &-Amino-
buttersdure, konnen diese Benzolsulfoverbindungen wegen ihrer schonen
Eigenschaften zur Kennzeichnung der Aminosdure benutzt werden.

Wichtiger fiir diesen Zweck sind aber die gleichen Derivate der
p-Naphtalinsulfosdure2), weil sie in Wasser sich sehr schwer losen.
Man kann infolgedessen mit ihrer Hilfe die Aminosduren aus sehr ver-
diinnten und stark verunreinigten ILdsungen isolieren, und das Ver-
fahren ist nicht auf die einfachen Aminosduren beschrankt, sondern
gibt auch noch bei den Oxyaminosduren, z. B. Serin und Oxyprolin,
oder bei manchen Polypeptiden, z. B. Glycylglycin, und Alanylglycin,
gute Resultate.

Infolgedessen ist es bereits wiederholt von den Physiologen zum
Nachweis der Aminosiuren im Harn oder anderen tierischen Sekreten
benutzt worden.

An Stelle der Naphtalinsulfosiure hat spiter Siegfried die 4-Ni-
trotoluol-2-sulfosdure 3) empfohlen. Daf} sie besondere Vorteile vor der
B-Naphtalinsulfosdure haben soll, ist mir recht zweifelhaft. Ich will
aber die Méglichkeit zugeben, daB in einzelnen Fillen, wo die f-Naphta-
linsulfoderivate schlecht kristallisieren, ein solcher Ersatz niitzlich sein
kann. Selbstverstiandlich wird man dann aber auch unter der groBen
Zahl von Sulfosduren noch eine weitere Auswahl treffen konnen.

Leider ist das Sdure-Radikal in allen diesen Verbindungen recht
fest gebunden, so daB sie der Hydrolyse noch groferen Widerstand
leisten, als die Benzoylkorper.

Phenylisocyanat-Verbindungen.

Nach der Beobachtung von Paal4) verbinden sich die Amino-
sduren in alkalischer I,osung mit Phenylisocyanat zu den sogenannten
Phenylureidosauren. Aus dem Glykocoll entsteht z. B. die Phenyl-
ureido-essigsdure. Ich habe solche Verbindungen aus einer groBeren

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2380 [1900] (S. 128. 130. 139) und
34, 448 (S. 189). Vgl Ihrfelt ebenda 22, Ref. 692, und Hedin ebenda 23,
3197 [1890].

2) E.Fischerund P. Bergell, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3779 [1902].
(S. 196.)

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 43, 68 [1904].

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 2%, 974 [1894).
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Anzahl von Aminosauren dargestellt und auf ihre schonen Eigenschaften
hingewiesenl). KEtwas spiter hat dann A, Mouneyrat?2) im hiesigen
Institut gefunden, dafBl diese Verbindungen beim Findampfen mit Salz-
sdure sehr leicht in ihre Anhydride, Derivate des Hydantoins, iiber-
gehen, die ebenfalls schon kristallisieren und schirfere Schmelzpunkte
als die urspriinglichen Ureidosduren haben. C. Neuberg und A. Ma-
nasse3) haben endlich die x-Naphtylisocyanat-Verbindungen fiir den
gleichen Zweck empfohlen.

Ester.

Da sie bei meinen Arbeiten eine besonders wichtige Rolle gespielt
haben und deshalb im nachfolgenden sehr hiufig erwdhnt werden
miissen, so mag wohl ein historischer Riickblick auf jhre Entdeckung
und Verwertung am Platze sein.

Die ersten bestimmten Angaben iiber Salze des Glykocoll-Methyl-
und -Athyl-Esters riithren von Kraut4) her, welcher die Natur der
durch Einwirkung von Jodalkyl und Alkohol auf Glykocoll schon von
G. v. Schilling gewonnenen Produkte richtig erkannte. Thre Unter-
suchung blieb aber sehr liickenhaft, bis Theodor Curtius5) sich mit
ihnen beschaftigte. Er zeigte, da diese Verbindungen auBerordentlich
leicht durch Einwirkung von Athyl- oder Methyl-Alkohol und gas-
formiger Salzsdure auf Glykocoll entstehen, und ferner, daBl man aus
den schon kristallisierenden Hydrochloraten durch Silberoxyd in dthe-
rischer Losung die freien Ester isolieren kann, dafl diese unzersetzt
destillieren und stark basische Fliissigkeiten von groBer Reaktions-
fahigkeit sind. Er wandte das gleiche Verfahren auf das Alanin, Leucin,
Tyrosin und die Asparaginsdure an, begniigte sich aber hier mit der
Isolierung der Hydrochlorate, denn sie haben ihm bekanntlich als
Material fiir seine ausgedehnten und erfolgreichen Studien iiber ali-
phatische Diazoverbindungen gedient.

Abgesehen von der Wirkung der salpetrigen Sdure hat Curtius
noch zwei Umwandlungen des Glykocoll-dthylesters untersucht. Die eine
findet in wisseriger Lésung statt und fithrt zum Glycinanhydrid oder Dike-
topiperazin, die andere erfolgt beim bloBen Stehen des Esters und liefert
die sogenannte Biuretbase, von der unten noch die Rede sein wird.

Die spiteren Beobachtungen von Tafel, Lilienfeld, Réhmann,
Weidel und Roithner iber Salze anderer Aminosiuren haben nichts

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2381, 2386 [1900]. (S. 129. 135.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2393 [1900]. (S. 169.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 2359 [1905].

4) Ann. d. Chem. 177, 267 [1875]; 182, 172 [1876].

5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 16, 753 [1883]; 17, 953 [1884]; ferner
Curtius und Goebel, Journ. f. prakt. Chem. [2] 3%, 150 [1888].
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prinzipiell Neues ergeben. Meine eigenen Beobachtungen kniipfen des-
halb an die Arbeiten von Curtius an.

In der Uberzeugung, daB diese Stoffe wegen der Fahigkeit, zu
destillieren, fiir die Reinigung und Trennung der Aminosduren brauch-
bar sein wiirden, habe ich mich zunichst bemiiht, ein bequemeres Ver-
fahren fiir die Bereitung der freien Ester aus ihren Salzen zu finden.
Das gelang auf Grund der Beobachtung, daB die Ester bei niedriger
Temperatur von Alkali verhaltnismaBig langsam angegriffen werden.
Man kann sie deshalb aus der konzentrierten wisserigen Losung der
Salze bei guter Akbiihlung durch konzentriertes Alkali in Freiheit
setzen und mit Ather extrahieren. Diese Operation gibt allerdings
bei den in Wasser sehr leicht 16slichen Estern des Glykocolls, Alanins
und der Asparaginsdure nur dann gute Resultate, wenn man gleich-
zeitig die wisserige Fliissigkeit mit Kaliumcarbonat sattigt.

Mit Hilfe des Verfahrens lassen sich die Ester von Glykocoll,
Alanin, Aminovaleriansaure, Leucin, Phenylalanin, Prolin, Serin, As-
paragin- und Glutaminsiure verhaltnismaBig leicht isolieren. Verluste
sind allerdings unvermeidlich, da trotz der niederen Temperatur stets
eine partielle Verseifung des Esters erfolgt.

Ganz unbrauchbar aber ist diese Methode beim Tyrosinester, der
wegen der Phenolgruppe sich mit Alkali verbindet, und bei den Estern
der Diaminosduren. Hier gelangt man am besten zum Ziel, wenn man
die salzsauren Salze, die keineswegs rein zu sein brauchen, sondern
als rohe Sirupe zur Anwendung kommen koénnen, in trocknem Methyl-
oder Athyl-Alkohol 16st, dann maBanalytisch in einer kleinen Probe
den Chlorgehalt bestimmt und nun die Hauptmenge mit der fiir das
Chlor berechneten Menge von Natriummethylat versetztl). Beim vor-
sichtigen Verdampfen der Fliissigkeit bleiben die Ester nebst Kochsalz
zuriick und konnen von diesem durch ein geeignetes Losungsmittel,
Ather, Essigester, Aceton usw., getrennt werden.

Fiir die Gewinnung des Tyrosinesters kann man auch das Hydro-
chlorat in wiasseriger Losung mit Kaliumcarbonat zersetzen und die
Fliissigkeit mit Essigester ausschiitteln.

Nach diesem Verfahren sind auBer den bereits bekannten Glyko-
collverbindungen die Athylester des racemischen und des 4-Alanins,
der a-Aminobuttersdure, des dl- und /-Leucins, der ®«-Amino-#n-capron-
sdure, des dl-Phenyl-alanins, des I-Tyrosins, des Sarkosins, der Aspara-
ginsdure und der Glutaminsiure im reinen Zustande gewonnen worden 2).
Von ihnen ist nur der Tyrosinester bei gewGhnlicher Temperatur kristalli-

1) E.Fischerund U. Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 4176 [1905].

(S. 441.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 433 [1901]. (S. 173.)
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siert. Ebenfalls im freien Zustand isoliert, aber nicht analysiert, sind
die Ester der dl-Diamino-propionsidure, des dl-Lysins, des Arginins, des
Histidins, des dl-Isoserins und des dl-Serinsl); sie bilden leicht 18sliche,
stark alkalisch reagierende Fliissigkeiten.

Im unreinen Zustande habe ich auch den Athylester des aktiven
Prolins in Hénden gehabt. MiBlungen ist die Veresterung bei der
&-Amino-y-oxyvaleriansdure2) und der Glucosaminsdure3), weil hier
durch die Wirkung des Alkohols und der Salzsiure Lactone entstehen,
vielleicht als Umwandlungsprodukte von intermedidr gebildeten Estern.

Die Salze der Ester mit Mineralsduren sind in der Regel in Wasser
leicht 16slich, kristallisieren aber manchmal, insbesondere aus der alko-
holischen ILdsung, recht schén. VerhdltnismidBig schwer 16slich in
Wasser sind die Pikrate, die deshalb in vereinzelten Fallen zur Ab-
scheidung und Identifizierung benutzt werden kénnen. Hinderlich ist
nur die groBe Neigung dieser Ester, mit Wasser, zumal in der Warme,
zu reagieren und die Aminosduren zuriickzubilden.

Im Gegensatz zu den Aminosiuren sind die Ester ausschlieBlich
Basen und zeigen deshalb in ihren Reaktionen die gréBte Ahnlichkeit
mit den gewdhnlichen primdren Aminen. Ich habe das speziell fiir
den Glykocollester gezeigt, der sich leicht mit Sdurechloriden, Siure-
anhydriden, mit Halogenalkylen, Isocyanaten, Senfolen, Aldehyden,
Ketonen, Schwefelkohlenstoff und Phosgen vereinigt. Genauer unter-
sucht wurden seine Verbindungen mit Acetessigester, Acetyl-aceton,
Acetonyl-aceton, Phenylsenfol, Phosgen und Schwefelkohlenstoff4).

Eine besonders interessante Reaktion der Ester ist ihre Verwand-
lung in Diketopiperazine, die zuerst von Curtius bei dem Glykocoll-
ester beobachtet wurde. Sie findet hier in konzentrierter wasseriger
Losung bei gewohnlicher Temperatur statt. Anders verhalten sich die
Homologen. Sie werden durch kaltes Wasser, allerdings recht langsam,
in der Hauptmenge verseift und in Aminosduren verwandelt. ILAaB8t
man sie aber in reinem Zustand stehen, so verwandeln sie sich im Laufe
von Wochen oder Monaten partiell in das Diketopiperazin. Sehr viel
rascher erfolgt diese Reaktion beim Erhitzen auf 160—180°, und ich
habe darauf eine ebenso bequeme wie ergiebige Metl‘lode zur Darstellung
der Diketopiperazine von Alanin, ®-Aminobuttersiure, Leucin, ®-Amino-
n-capronsiure, Phenylalanin und Tyrosin gegriindets). Etwas schwie-

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 4173 [1905]. (S. 4£38.)

2) E.Fischerund H. Leuchs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 3800 [1902].
(S. 259.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 28 [1903]. (S. 270.)

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 437 ff. [1901]. (S. 177.)

5) Berichted. d. chem. Gesellsch. 34,442 ff. [1901]. (S. 183. 185. 188. 191. 192.)
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riger ist die Reaktion bei dem Asparaginsdure-didthylester zu leiten.
Sie gelingt hier am besten beim lingeren Kochen unter 15 mm Druck
bei Gegenwart von wenig Zinkchlorid, liefert aber selbst dann nur 159,
der theoretischen Ausbeutel).

Es verdient hervorgehoben zu werden, daBl die Methylester die
Umwandlung in Diketopiperazine viel leichter erfahren, als die Athyl-
verbindungen 2).

Bei der Glutaminsdure ist bisher der Vorgang nicht beobachtet
worden, weil ihr Ester zu groBe Neigung hat, in den Ester der Pyrro-
lidoncarbonséure iiberzugehen.

Endlich verdient noch die Wechselwirkung zwischen den Estern
und dem Ammoniak erwdhnt zu werden. Reines fliissiges Ammoniak
erzeugt bei gewshnlicher Temperatur groBtenteils Amid, und es gelang
so, auch sehr empfindliche Amide, z. B. das bisher unbekannte Diamid
der Asparaginsdure, darzustellen3). In alkoholischer Ldsung erzeugt
aber Ammoniak auch manchmal Diketopiperazine. So entsteht bei
dem Asparaginsdure-didthylester ausschlieBlich das zu dieser Klasse
gehorige Asparaginimid.

So lange ich mich mit dem Problem, die Aminosduren peptidartig
zu verkuppeln, beschiftige, ist mir besonders wiinschenswert erschienen,
ihre wahren Chloride, die an Stelle des Carboxyls die Gruppe COCl
enthalten, herstellen zu k6nnen. Aber manche Versuche milgliickten,
weil es an einem passenden Ldsungsmittel fiir die Aminosduren und
den Chlorphosphor fehlte. Erst die Erfahrungen, die ich mit den Acyl-
derivaten sammeln konnte, haben mich auf den richtigen Weg gefiihrt.

Den ersten Erfolg brachte die Benutzung des Thionylchlorids bei
den Carbédthoxylderivaten des Glycylglycins%) und etwas spiter des
Glykocolls®). Obschon die Reaktion keineswegs glatt verlduft und des-
halb auch nur unreine Produkte liefert, so lie$ sie sich doch auf einige
andere Acylverbindungen, z. B. das f-Naphtalinsulfo-glycin und das
B-Naphtalinsulfo-d-alanin, {ibertragen®). Dagegen versagte sie in anderen
Fillen, weil das Thionylchlorid erst bei héherer Temperatur wirkt und
hier manche der Chloride schon zersetzt werden. Besser wurden die

1) E.Fischerund E. Kdnigs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4601 [1904].
(S. 419.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 455 [1906]. (S. 552.)

3) E.Fischerund E. K6nigs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4599 [1904].
(S. 417.)

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2099 [1903]. (S. 307.)

5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2109 [1903]. (S. 316.)

6) E.Fischerund P. Bergell, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2594 [1903].
(S. 574.)
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Resultate, als ich an Stelle des Thionylchlorids das Phosphorpenta-
chlorid setzte und als Losungsmittel Acetylchlorid benutzte. Auf diese Art
gelang zuerst die Chlorierung des Bromisocapronyl-glycinsl), dann des
Bromisocapronyl-glycyl-glycins sowie der Hippursiure, und alle diese
Produkte konnten, wie ich spéter ausfiihrlich schildern werde, fiir die
Gewinnung von Polypeptiden oder deren Acylderivaten benutzt werden 2).

Der letzte Erfolg dieser langen Versuchsreihe war endlich die Ge-
winnung der Aminosdurechloride selbst, die bei der Reaktion als Hydro-
chlorate entstehen. Die Struktur dieser Ko6rper habe ich durch die

allgemeine Formel R.CH.Cox ausgedriickt, weil ich glaube, daf3 sie

NH,CI
am einfachsten ihre Entstehung und ihre Verwandlungen darzustellen
erlaubt.

Bisher wurde das Verfahren nur auf die Monoamino-monocarbon-
sduren angewendet, hat aber hier ausnahmslos zum Ziele gefiithrt. Die
Operation besteht darin, daB die fein gepulverte Aminosiure mit etwa
der 10—15-fachen Menge Acetylchlorid und der berechneten Menge
Phosphorpentachlorid bei 0—20° geschiittelt wird. Die Aminosdure
verschwindet dabei allmihlich, und an ihre Stelle tritt das schwer
16sliche Hydrochlorat des Aminosdurechlorids. Bei einigen Amino-
sduren, namentlich beim Glykocoll, bedarf es allerdings einer besonderen
Vorbereitung fiir diese Reaktion, d. h. die Aminosdure mufl aus der
warmen, wisserigen LoOsung durch Alkohol gefillt und dann selbst-
verstdndlich scharf getrocknet werden. Mit solchem Material gelingt
es, die Chlorierung so glatt durchzufiithren, daB das Produkt nahezu
den theoretischen Chlorgehalt besitzt.

Ganz anders ist das Resultat, wenn man das aus Wasser kristalli-
sierte Glykocoll auch nach feinster Pulverung und sorgfiltigstem
Trocknen verwendet, da dann gar kein salzsaures Glycylchlorid erhalten
wird. Die Ursache dieser merkwiirdigen Verschiedenheit ist noch nicht
aufgekldrt3). Analysiert sind bis jetzt die Chlorderivate des Glykocolls,
des diI- und d-Alanins, der dl-Amino-buttersiure, des dl-Leucins und
des di-Phenyl-alanins.

GroBere Schwierigkeiten haben sich bei den Diamino- und Oxy-
aminosduren gezeigt, weil hier phosphorhaltige Nebenprodukte ent-
stehen, die die Isolierung der richtigen Chloride sehr erschweren. Auch
fiir Asparagin- und Glutaminsdure sind die Versuche noch nicht ab-
geschlossen. Trotzdem bildet die Auffindung dieser Halogenderivate
der Aminosduren einen wesentlichen Fortschritt fiir die Synthese vieler

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 3070 [1904]. (S. 377.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 605 [1905]. (S. 422.)
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 2917 [1905]. (S. 540.)
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Derivate, insbesondere der Polypeptide; denn wie leicht begreiflich,
besitzen diese Produkte eine dhnliche Reaktionsfihigkeit, wie die ge-
wohnlichen Sdurechloride. Infolgedessen bietet auch ihre Erkennung
keine Schwierigkeiten. Man braucht sie nur mit kaltem Alkohol zu
iibergieBen, um sofort lebhafte Erwdrmung, Losung und Bildung von
salzsaurem Aminosdureester zu beobachten.

Erkennung und Trennung der Aminosauren.

Im reinen Zustande sind die bisher bekannten &-Amino- und Oxy-
aminosduren schon kristallisierte Stoffe, deren Analyse keine Schwierig-
keiten bietet. Trotzdem ist die Identifizierung kleinerer Mengen, be-
sonders wenn es sich um Unterscheidung von Isomeren handelt, bei
dem Mangel an einem scharfen Schmelzpunkt nicht so einfach. AuBer-
ordentlich schwierig aber kann die Aufgabe werden, wenn es sich um
kompliziertere Gemische handelt, zumal wenn diese noch durch andere
Substanzen, wie anorganische Salze u. dgl., verunreinigt sind.

Fiir die Trennung solcher Gemische war man frither auf die Kristalli-
sation aus wisseriger oder wisserig-alkoholischer I,0sung angewiesen,
und jedermann, der sich mit derartigen Versuchen beschiftigt hat,
muflte die Unvollkommenheit und Unsicherheit des Verfahrens be-
klagen. Aus diesem Grunde habe ich den Vorschlag gemacht, zur Ab-
scheidung und Trennung die Ester zu benutzen. Das Verfahren wird
spater bei der Besprechung der Proteine ausfiihrlicher behandelt werden.
Die Destillation der Ester bietet den groBen Vorteil, daBl dadurch alle
anorganischen Stoffe und auch die komplizierteren Aminosduren, wie
die Diaminosduren, die hochmolekularen Oxyaminosduren, sowie poly-
peptidartige Produkte leicht entfernt werden.

Ferner wird durch die fraktionierte Destillation eine schon ziemlich
weitgehende Trennung der Ester erreicht, und diese 148t sich noch ver-
schirfen, indem man die verschiedene Loslichkeit der Ester in Wasser,
Ather und Petroldther benutzt.

Die aus den Estern regenerierten Aminosduren sind also schon
relativ rein und kdnnen dann durch spezielle Methoden in leicht defi-
nierbare Derivate verwandelt werden. Als solche habe ich in manchen
Fillen die Phenylisocyanatverbindungen und die daraus hervorgehenden
Hydantoine mit Vorteil benutzt. In anderen Fillen leisten die 8-Naph-
talinsulfoverbindungen noch bessere Dienste. Dal} auch die frither viel
gebrauchten Kupferverbindungen mit zu benutzén sind, ist selbst-
verstandlich.

Nur eine der bekannteren Aminosduren, das Prolin, ist in ab-
solutem Alkohol leicht 16slich und kann dadurch verhiltnismaBig leicht
von seinen Verwandten getrennt werden.

Fischer, Untersuchungen. 2
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Die Phenylisocyanat- und Naphtalinsulfoverbindungen lassen sich
auch hiufig zur Isolierung der Aminosduren aus wasserigen, durch
andere Stoffe verunreinigten I0sungen benutzen. Handelt es sich um
sehr verdiinnte Losungen, wie Harn, so wird man den Naphtalinsulfo-
verbindungen wegen ihrer geringen I 6slichkeit den Vorzug geben. Ohne
dieses Hilfsmittel wére es trotz der Estermethode sehr schwer gewesen,
das Serin unter den Spaltprodukten mancher Proteine zu erkennen.

Fiir die Diaminosduren ist bekanntlich die Fallung mit Phosphor-
wolframsaure das wichtigste Abscheidungsmittel, aber nach meiner Etr-
fahrung bedarf es bei Anwendung dieser Methode bestimmter Vor-
sichtsmaBregeln. Die Phosphorwolframate der Monoaminosduren, z. B.
des Glykocolls und des Alanins, sind keineswegs so leicht 16slich, wie
man im allgemeinen annimmt. Ich habe gefunden, daB die Verdiinnungs-
grenze (59%), welche E. Schulze und Wintersteinl) fiir Glykocoll
angaben, nicht mehr giiltig ist, wenn die Losungen einige Zeit stehen,
wie das ja bei groBeren Fallungen und Filtrationen gar nicht zu ver-
meiden ist; denn selbst 2-prozentige Liosungen von Glykocoll und Alanin,
die auBerdem 109, Schwefelsiure enthalten, geben mit einer sehr
konzentrierten Losung von Phosphorwolframséaure nach langerem Stehen
kristallinische Niederschldge, deren Menge allerdings ziemlich klein ist.

Endlich ist die Gefahr recht groB, dal die Monoaminosduren von
den fallenden Phosphorwolframaten der Diaminoverbindungen mit-
gerissen werden, und schlieflich verdient es noch betont zu werden,
daB3 das Auswaschen der Niederschldge bei groBeren Operationen nicht
so leicht ist.

Ich halte es deshalb fiir zweckmiBig, den Phosphorwolframséure-
Niederschlag stets stark abzupressen2), wieder mit Wasser zu ver-
reiben und dann die Filtration und Pressung zu wiederholen. Zur vol-
ligen Entfernung der Monoaminosdure ist es dann ratsam, den Nieder-
schlag mit Baryt zu zerlegen und in der vom Baryt befreiten Losung
die Fallung mit Phosphorwolframsdure zu wiederholen. DafB3 dabei ein
Teil der Diaminosduren durch ihre Loslichkeit verloren geht, ist unver-
meidlich, fillt aber auch nur fiir quantitative Versuche ins Gewicht.

Fiir Lysin, Arginin und Histidin besitzen wir auBler der Fillung
mit Phosphorwolframsdure die vortrefflichen, namentlich von Kossel
und seinen Schiilern ausgearbeiteten Isolierungsmethoden, denen ich
nichts zuzufiigen habe. Anders aber steht es mit den in neuerer Zeit
erst entdeckten Stoffen, die durch Phosphorwolframsdure gefallt werden,
z. B. der von Abderhalden und mir im Casein gefundenen Diamino-

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 574 [1901].

2) E.Fischerund E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 88 [1903].
(S. 722.)
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trioxy-dodekansdure, die wahrscheinlich mit Skraups Caseinsidure
identisch ist, aber die von uns aufgestellte Formel besitzt. Sie wird
zwar durch Phosphorwolframsédure sehr leicht geféllt, aber nicht mehr
in den Verdiinnungen, wo Arginin und Lysin noch ausfallen. Ahnliche,
bisher noch nicht im reinen Zustande isolierte Korper sind nach meinen
Erfahrungen noch mehr unter den hydrolytischen Spaltprodukten des
Caseins und anderer Proteine vorhanden.

Speziellere Methoden fiir den Nachweis einzelner Aminosauren sind
in der folgenden Zusammenstellung erwidhnt, welche in registerartiger
Kiirze alle Beobachtungen enthilt, die von mir und den Angehdrigen
des hiesigen Instituts in bezug auf Darstellung, FEigenschaften und
Derivate dieser Stoffe gemacht wurden. Der Kiirze halber sind bei den
Literaturangaben ,,Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft*
mit ,,B.”, ,Liebigs Annalen’ mit ,,A.“ und Zeitschrift fiir physio-
logische Chemie® mit ,,Z. bezeichnet.

Glykocoll. Darstellung des Athylesters aus dem Hydrochlorat
durch Alkali und Kaliumcarbonat (B. 34, 436. 8. 177.). Der dort an-
gegebene Siedepunkt des Esters (43—440 bei 11 mm Druck) ist zu
niedrig. Er wurde spiter fiir ein analysiertes Priparat unter 10 mm
Druck bei 51,5—52,59 beobachtet und liegt also auffallenderweise
etwas hoher als der Siedepunkt des Alaninesters (48,50 bei 10—11 mm).
Verbindungen des Esters mit Acetessigester, Acetyl-aceton, Acetonyl-
aceton, Phenylsenf6l, Phosgen und Schwefelkohlenstoff (B. 34, 437{f.
8. 177f.). Qualitativer Nachweis mittels Athylesterchlorhydrat (Z. 33,
156. 8. 637.). Abscheidung und quantitative Bestimmung von Glyko-
collester-chlorhydrat (Z. 33, 183, 8. 658, und 35, 230, S. 693; ferner 35,
72. 8. 674). p-Naphtalinsulfo-glycin (B. 85, 3779. S. 197.). y-Phenyl-
hydantoin aus Glykocoll (B. 33, 2394. S. 169). Salzsaures Glycyl-
chlorid (B. 38, 2915. S. 839.). Hippursdure, Nichtspaltbarkeit durch
Alkaloide (B. 32, 2470. S. 107.). Hippurylchlorid (B. 38, 612. S. 429).
Die zahlreichen Verbindungen des Glykocolls mit halogenhaltigen Acylen
sind spédter bei den Polypeptiden erwidhnt.

Sarkosin. Athylester (B. 34, 452. S. 193.).

Alanin. Spaltung des Racemkdrpers in die optischen Kompo-
nenten, Beschreibung der letzteren; ferner Darstellung des dl-, d- und
I-Benzoylalanins (B. 32, 2454 ff. S. 90.). Athylester und seine Ver-
wandlung in das Lactimid oder Dimethyl-diketopiperazin (B. 34, 442.
S. 182.). Abscheidung des Alanins durch die Estermethode (Z. 33, 157,
8. 638, und 184, S. 660). Verwandlung von d-Alanin in d-Milchsdure
(Z. 33, 190, 8. 664.). Darstellung des d-Alanins aus Seide (B. 39, 462.
8. 559.). p-Naphtalinsulfoderivat des d-Alanins und des racemischen
Alanins (B. 35, 3781. S. 198.). Salzsaures Alanylchlorid (B. 38, 618,

9%
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8. 436, und 2917, S. 641). Carbithoxylalanin nebst Ester, Amid und
Chlorid (A. 340, 137ff. S. 474.).

&-Amino-buttersdure. Darstellung, Benzoyl- und Benzolsulfo-
derivat; ferner Spaltung in die beiden optischen Komponenten und
deren Eigenschaften (B. 33, 23871f. 8. 136ff.). Athylester und seine Ver-
wandlung in das entsprechende Diketopiperazin (B. 34, 443. S. 183.).

a-Amino-isovaleriansdure. Darstellung des Racemkorpers
nebst Athylester, Benzoyl- und Phenylisocyanatderivat; ferner Derivate
der &-Amino-n-valeriansdure, der «-Amino-methyl-dthylessigsaure und
der p-Aminoisovaleriansiure (B. 35, 400. 8. 158). Auffindung der
aktiven Amino-isovaleriansdure im Casein (Z. 33, 157, 8. 638) und im
Horn (Z. 36, 469. S. 708.).

Leucin. a) Racemkorper. Darstellung, Benzoyl-, Benzolsulfo- und
Phenylisocyanatverbindung; ferner Spaltung in die optischen Kompo-
nenten (B. 33, 2370{f. S. 119f.). Verwandlung in Phenyl-isobutyl-
hydantoin (B. 33, 2395. 8. 171.). Athylester und seine Verwandlung in
Leucinimid; ferner Acetylderivat (B. 34, 449. S. 185. 188. 190.).
Salzsaures Leucylchlorid (B. 38, 615. S. 432.). B-Naphtalinsulfoderivat
(B. 35, 3782. S. 200.).

b) I-Leucin (natiirliches). Synthetische Bereitung aus dem Racem-
korper mittels der Benzoylverbindung (B. 33, 2378. 8. 125) oder der
Formylverbindung (B. 38, 3997. 8. 153) oder des Athylesters (War-
burg, B. 38, 187). Optisches Verhalten (B. 33, 2379, §. 127) und
B. 38, 4003 ff. S. 155.). Benzoylderivat (B. 33, 2377. 8. 125.). Athyl-
ester (B. 34, 445. 8. 185.). f-Naphtalinsulfoderivat (B. 35, 3783. S. 200.).

d-Leucin. Darstellung aus dem Racemkdrper mittels der Benzoyl-
verbindung (B. 33, 2375. S. 123), mittels der Formylverbindung (B. 38,
3997. S. 153.).

o-Amino-n-capronsidure. Benzoyl- und Benzolsulfoverbindun-
gen (B. 33, 2382. §. 130.). Spaltung in die optischen Komponenten
mittels der Benzoylverbindung (B. 34, 3764. S. 144.). Athylester (B. 34,
450. S. 190.).

Phenyl-alanin. a) Racemkérper. Darstellung nach dem Ver-
fahren von Erlenmeyer jun.; ferner Spaltung in die optischen Iso-
meren mittels der Benzoylverbindung (B. 33, 2383{f. §. 132ff.). Dar-
stellung aus der Benzylmalonsdure (B. 37, 3064. S. 372.). Athylester
und seine Verwandlung in das Diketopiperazin (B. 34, 450. 8. 191.).
B-Naphtalinsulfoderivat (B. 35, 3783. S. 200.). Salzsaures Phenyl-
alanylchlorid (B. 38, 2918. 8. 542.).

b) d-Phenyl-alanin. Darstellung aus dem Racemkorper; optisches
Verhalten und Phenylisocyanatverbindung (B. 33, 2385. 8. 134.). Um-
wandlung in Phenylbenzylhydantoin (B. 33, 2396. S. 171.).
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c) l-Phenyl-alanin. Isolierung und Nachweis mit der Estermethode
unter den Spaltprodukten des Caseins (Z. 33, 171. 8. 650), des Seiden-
fibroins (Z. 33, 188. §. 663), des Oxyhidmoglobins (Z. 36, 273. S. 699.).
Nachweis kleiner Mengen durch die Bildung von Phenyl-acetaldehyd
beim Kochen mit Bichromat und Schwefelsiure (Z. 33, 174. S. 652.).

y-Phenyl-a-aminobuttersdure. Synthese aus der Phenyl-
athyl-malonsdure und Eigenschaften (B. 39, 355. S. 209.).

Tyrosin. Darstellung des racemischen Benzoyltyrosins nach der
Methode von Erlenmeyer jun. und seine Spaltung in die optischen
Komponenten. Ferner Synthese des natiirlichen /-Tyrosins, sowie des
d-Tyrosins und ihr optisches Verhalten (B. 32, 3638. 8. 110 ff). Dibenzoy!-
derivat des I-Tyrosins (B. 32, 2454. 8. 90.). Gewinnung des I-Tyrosins
aus Seidenfibroin (Z. 33, 181. S. 657.). [-Tyrosin-athylester und seine
Verwandlung in das entsprechende Diketopiperazin (B. 34, 451. S. 192.).

Asparaginsdure. Spaltung des RacemkOrpers in die optischen
Komponenten mit Hilfe der Benzoylverbindung; ferner Benzoylierung
und optisches Verhalten der I-Asparaginsdure (B. 32, 2459 ff. S. 96f.).
I-Asparaginsdure-didthylester (B. 34, 452. S. 193.). Darstellung des-
selben Esters aus Asparagin; ferner seine Verwandlung in Asparaginsiure-
diamid, Asparagin und das Piperazinderivat (B. 37, 4599ff. 8. 417.).

Glutaminsdure. Spaltung des Racemkdrpers in die optischen
Komponenten mit Hilfe der Benzoylverbindung (B. 32, 2464. S. 101.).
d-Glutaminsdure-didthylester (B. 34, 453. 8. 194.). Darstellung der
d-Glutaminsdure aus Casein (Z. 33, 153. 8. 639.).

Prolin oder Pyrrolidin-«-carbonsdure. Neue Synthese des
Racemkoérpers; seine Phenylisocyanat-Verbindung und deren Anhydrid
(B. 34, 458. 8. 215.). Entdeckung des aktiven I-Prolins unter den
Spaltprodukten des Caseins durch Salzsdure und seine Isolierung nach
der Estermethode; Phenylisocyanatverbindung und deren Anhydrid,
Racemisierung (Z. 33, 167. 8. 643ff.). Entstehung des aktiven und race-
mischen Prolins bei der Hydrolyse des Caseins durch Alkali (Z. 35, 227.
8. 691.). Bildung des I-Prolins bei der enzymatischen Spaltung des
Caseins (Z. 40, 215. S. 732.). Praktische Darstellung des racemischen
Prolins aus Gelatine (B. 37, 3072. S. 379.).

Oxy-prolin. Entdeckung der aktiven Form unter den Spalt-
produkten der Gelatine, Kristallform, Drehungsvermdgen, Verbindung
mit Phenylisocyanat und Reduktion zu Prolin (B. 35, 2660. S. 680.).
Nachweis unter den Spaltprodukten des Caseins (Z. 39, 156. S. 729.).
Synthese von zwei inaktiven Oxypyrrolidincarbonsduren (H. Leuchs,
B. 38, 1937).

Serin.  Synthese, Phenylisocyanat-Verbindung, Reduktion zu
o-Alanin (B. 35, 3787. S.251ff.). Nachweis unter den Spaltprodukten des
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Seidenfibroins und optische Inaktivitat (Z. 35, 221 ff. S. 687.). Ich halte
es fiir wahrscheinlich, daf3 in den Proteinen die aktive Form des Serins
enthalten ist, die vielleicht schlecht kristallisiert und deshalb schwer zu
isolieren ist. Das inaktive Serin, das man bisher aus Proteinen ge-
wonnen hat, wiirde nach dieser Anschauung erst durch Racemisierung
aus der aktiven Form entstehen. XEs wire deshalb interessant, die
Racemform durch die Benzoylverbindung in die optischen Kompo-
nenten zu zerlegen.

Isoserin. Verbesserte Darstellung, Kupfersalz, Athylester, Phenyl-
isocyanat-verbindung und Reduktion zu S-Alanin (B. 35, 3794ff. S. 255.).

&-Amino-y-oxy-valeriansidure. Synthese. Lacton und dessen
Umwandlung in das polymere Di-f-oxypropyl-diketopiperazin. Phenyl-
isocyanat-Verbindung und Reduktion zu «-Amino-valeriansiure (B. 35,
3797. 8. 258 ff.).

Galaheptosaminsdure. Synthese und Kupfersalz (B. 35, 3801.
8. 262.).

Glucosaminsdure. Synthese der I- und d4/-Verbindung. IL0s-
lichkeit und Drehungsvermégen der aktiven Formen (B. 35, 3802 ff.
S. 264.). Synthese der d-Verbindung und des daraus durch Reduktion
entstehenden d-Glucosamins (B. 36, 24. S. 267 ff.).

&,B-Diamino-propionsdure. Methylester und seine Verwand-
lung in das Dipeptid (B. 38, 4173. S. 438).

&,y-Diamino-buttersdure. Synthese (B. 34, 2900. S. 222.).

&,0-Diamino-valeriansiure oder Ornithin. Synthese des
Racemkérpers und seiner Benzoylverbindungen (B. 34, 462 ff. S. 219.).

Eine zweite, ziemlich &hnliche Synthese ist spiter von S6rensen
ausgefiihrt worden (a. a. O.). Er hat ferner die Dibenzoylverbindung
nach meiner Methode in die optischen Komponenten zerlegt, so daB
also jetzt auch die Synthese der beiden aktiven Ornithine und des
aktiven Arginins verwirklicht ist.

Diamino-valeriansdure (unbekannter Struktur). Synthese aus
p-Vinylacrylsiure (B. 38, 3607. S. 243.).

«,e-Diamino-capronsiaure oder L ysin. Synthese des Racem-
korpers, seine Monobenzoyl- und Dibenzoyl-Verbindung und das Phenyl-
isocyanatderivat; ferner Racemisierung des aktiven Lysins (B. 33,
37721f. 8. 229ff.). Methylester des racemischen Lysins und seine Ver-
wandlung in das Anhydrid oder Diketopiperazinderivat (B. 38, 4173.
S. 446.).

Diamino-capronsiure (unbekannter Struktur). Darstellung
aus Sorbinsdure und Figenschaften (B. 37, 2357 ff. S. 237.).

Arginin. Methylester und seine Kondensation. Praktische Dar-
stellung des Arginins aus Edestin (B. 38, 4186. S. 453.).
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Histidin. Isolierung des Methylesters aus dem Hydrochlorat und
seine Verwandlung in das Anhydrid (B. 38, 4184. S. 450.).

Cystin. Identitdt von Protein- und Stein-Cystin. Optisches Vert-
halten und Dimethylester (Z. 45, 405. S. 273 f.).

I1. Polypeptide.

Den Namen Polypeptide habe ich vorgeschlagen fiir die Produkte,
die durch amidartige Verkettung von Aminosauren entstehen, und deren
einfachster Vertreter das Derivat des Glykocolls, das sogenannte Glycyl-
glycin, NH,CH,CO.NHCH,COOH, ist. Nach der Anzahl der in ihnen
enthaltenen Aminosduren sollen sie als Di-, Tri-, Tetra-Peptide usw.
unterschieden werden. Diese Bezeichnung ist einerseits der Nomen-
klatur der Kohlehydrate nachgebildet, andererseits ist darin das alte
Wort Pepton verwertet, denn ich habe von Anfang an erwartet, und
ich bin durch alle nachfolgenden Beobachtungen in dieser Uberzeugung
bestarkt worden, daB diese kiinstlichen Produkte den natiirlichen Pep-
tonen sehr nahe verwandt sind, mit anderen Worten, daBl die Peptone
im wesentlichen ein bisher untrennbares Gemisch von Polypeptiden sind.

Da wegen dieser Beziehungen die synthetischen Korper ein weit-
gehendes Interesse beanspruchen diirfen, so habe ich mich im Laufe
der letzten 4 Jahre eifrig bemiiht, die Methoden fiir ihren Aufbau so
vielseitig und leistungsfahig wie moglich zu gestalten, und es ist mir
auch Dank der Hilfe einer groBeren Anzahl von Mitarbeitern gelungen,
eine stattliche Reihe solcher Stoffe im reinen Zustand zu gewinnen.

Da ich mich zu der Hoffnung berechtigt halte, daf} diese Versuche
den Beginn der Synthese in dem Gebiete der Peptone bedeuten, so
scheint es mir angezeigt, bei ihrer zusammenfassenden Besprechung
einen historischen Riickblick auf #ltere Versuche in diesem Gebiete
zu geben. An die Spitze desselben will ich ohne Anderung die Worte
setzen, welche vor 5 Jahren als Einleitung zu der Beschreibung des
ersten Polypeptides, des Glycylglycins, dienten.

,,Der Gedanke, die aus den Proteinstoffen durch Hydrolyse ent-
stehenden Aminosduren durch Anhydridbildung wieder zu groBeren
Komplexen zu vereinigen, ist schon seit lingerer Zeit von verschiedenen
Forschern experimentell behandelt worden. Wir erinnern nur an die
Anhydride der Asparaginsdure von Schaall), ihre Verwandlung einer-
seits in den colloidalen Polyasparaginharnstoff von Grimaux2),
andererseits an die Polyaspartsduren von H. Schiff3), ferner an die

1) Ann. d. Chem. 157, 24 [1871].
2) Bull. soc. chim. [2] 38, 64 [1882].
3) Ann. d. Chem. 303, 183 [1898] und 30%, 231 [1899].
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Versuche von Schiitzenberger?) iiber die Vereinigung verschiedener
Aminosauren (Leucine und Leuceine) mit Harnstoff durch Erhitzen
mit Phosphorsiureanhydrid, an die dhnlichen Beobachtungen Lilien-
felds?2) iiber die Wirkung von Kaliumsulfat, Formaldehyd und anderen
Kondensationsmitteln auf ein Gemisch von Aminosdureestern und end-
lich an die Angaben von Balbiano und Frasciatti3) {iber die Ver-
wandlung des Glykocolls i ein hornartiges Anhydrid durch Erhitzen
mit Glycerin. Aber alle von ihnen beschriebenen Produkte sind amorphe,
schwer charakterisierbare Substanzen, {iber deren Struktur man ebenso-
wenig wie {iber den Grad ihrer Verwandtschaft mit den natiirlichen
Proteinstoffen etwas sagen kann.

Will man auf diesem schwierigen Gebiete zu sicheren Resultaten
kommen, so wird man zuerst eine Methode finden miissen, welche es
gestattet, successive und mit definierbaren Zwischenstufen die Molekiile
verschiedener Aminosiuren anhydridartig aneinander zu rejhen.

AuBer den genannten Forschern hat sich dann noch Theodor
Curtius mit der Verkettung von Aminosduren beschiftigt, aber in
der allergr6Bten Zahl seiner Versuche benutzte er als einen Kompo-
nenten nicht die freie Aminosiure, sondern deren Benzoylderivat.
Obschon die so resultierenden Benzoylkorper ganz andere Eigenschaften
als die freien Polypeptide besitzen und deshalb fiir die Chemie der
Proteine nur eine untergeordnete Bedeutung haben, so will ich doch
die Versuche von Curtius, von denen er selbst eine historisch gehaltene
Ubersicht gegeben hat4), hier ebenfalls besprechen, weil es sich bei
ihnen um kristallisierende, scharf definierbare Stoffe handelt.

Bereits im Jahre 1882 erhielt er durch Einwirkung von Benzoyl-
chlorid auf Glykocollsilber auBer Hippursdure noch zwei héher mole-
kulare Sauren, von denen die eine als Hippurylamino-essigsdure, CgH;CO
.NHCH,CO.NHCH,COOH, gekennzeichnet wurde. Sie ist also die Ben-
zoylverbindung des von Fourneau und mir entdeckten Glycylglycins.

Die zweite, sogenannte y-Saure, die in alkalischer Losung mit
Kupfersalzen eine biuretdhnliche Farbung gibt, erhielt er im folgenden
Jahre auch durch Zusammenschmelzen von Hippursdureester und Glyko-
coll. Aber erst 21 Jahre spiter, nachdem inzwischen von mir die freien
Polypeptide entdeckt waren, gelang es Curtius und Benrath, die
wahre Zusammensetzung der Verbindung, die Benzoyl-pentaglycyl-
aminoessigsdure ist, festzustellen.

1) Recherches sur la synthése des matiéres albuminoides et protéiques.
Compt. rend. 106, 1407 [1888] und Compt. rend. 112, 198 [1891].

2) Dubois’ Archiv 1894, 383 und 555.

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2323 [1900] und 34, 1501 [1901].

4) Journ. f. prakt. Chem. [2] 70, 57 [1904].
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Allerdings hatte Curtius schon 1884 darauf hingewiesen, daf
bei der Einwirkung von Glykocollsilber auf Benzoylchlorid ,,neben
Hippursiure eine Reihe von Siuren entsteht, in der jedes folgende
Glied ein Glykocoll — H,O = NHCH,CO mehr enthdlt als das vor-
handene‘. Aber das war doch mehr eine theoretische Konzeption, als
eine experimentelle Errungenschaft, da von keinem dieser héheren
Glieder die Zusammensetzung richtig ermittelt war. FEine andere Ver-
suchsreihe von Curtius, die nach meiner Ansicht fiir das Kapitel der
Polypeptide grofere Bedeutung hat, ist aus seiner Entdeckung des
freien Glykocollesters hervorgegangen. Er fand in Gemeinschaft mit
Goebel, daB dieser Ester in wisseriger Losung in das Glycinanhydrid
,CH,,.CO\
NCO.CHy,”
sentant der fiir die Chemie der Dipeptide so wichtigen Diketopiper-
azine ist. Fr beobachtete ferner, daB der Glykocollester beim Auf-
bewahren eine Base liefert, welche dhnlich dem Biuret mit Alkali und
Kupfersalzen eine schone rote Farbe liefert und deshalb ,,Biuretbase‘
genannt wurde. Seine Angaben iiber Zusammensetzung und Eigen-
schaften der Verbindung, die er damals nicht rein gehabt hat, mufiten
allerdings spiter modifiziert werden.

Im Jahre 1901 fanden E. Fourneau und ich!) durch Aufspaltung
des Glycinanhydrids mit Sduren das erste und einfachste Polypeptid,
das schon erwihnte Glycyl-glycin nebst seinem Fster und der Phenyl-
isocyanat-Verbindung, sowie dem Carbdthoxyl- und dem Carbamino-
derivat seines Esters. Ein halbes Jahr spiter konnte ich den Nachweis
fithren 2), daB bei dem Carbathoxyl-glycyl-glycin noch eine dritte Amino-
siaure angefiigt werden kann, indem man seinen Ester mit Leucinester
zusammen erhitzt, wobei unter Alkoholaustritt der Carbathoxyl-glycyl-
glycyl-leucinester, C,H;CO, . NHCH,CO . NHCH,CO . NH . CH(C H,)

CO,CH;, resultiert.

In derselben Abhandlung ist ein anderes Dipeptid, das Leucyl-
leucin beschrieben, das aus dem schon lidnger als 50 Jahre bekannten
Leucinimid durch FErhitzen mit konzentriertem Bromwasserstoff ge-
wonnen wurde.

Einige Monate spiter erschien eine vorldufige Notiz von Curtius
iiber eine neue Synthese des Hippurylglycins aus Hippurylazid und
Glykocoll und die Benutzung der gleichen Methode zur Verlingerung
der Glycinkette, wobei als Endprodukt die Benzoyl-pentaglycyl-amino-
essigsdure, CgH;CO.(NHCH,CO)s. NHCH,COOH, resultierte3).

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 2868 [1901]. (S. 279.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 1095 [1902]. (S. 290.)
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3226 [1902].

verwandelt wird: NH NH, welches der einfachste Repri-
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Im Jahre 1903 gelang mir zum Teil in Gemeinschaft mit Otto
zum ersten Male die Verwandlung des Carboxyls in die Sdurechlorid-
gruppe bei den Derivaten des Glykocolls und zwar durch gelindes Er-
warmen des Carbdthoxylglycins mit Thionylchlorid. Das hierbei ent-
stehende Carbithoxylglycylchlorid konnte zwar nicht im analysenreinen
Zustand gewonnen werden, lieB sich aber leicht mit Glycin- oder Alanin-
ester verkuppeln, und durch Verseifung der zuerst entstehenden Ester
konnten Carbdthoxyl-glycyl-glycin und Carbithoxyl-glycyl-alanin iso-
liert werden. .

Die Chlorierung mit Thionylchlorid war auch noch anwendbar bei
den Carbathoxylderivaten des Glycyl-glycins und des Diglycyl-glycins,
und durch Verkupplung der Chloride mit Glycinester wurde dann als
Endprodukt der Carbithoxyl-triglycyl-glycin-ester gewonnen, der bei
der Verseifung die Triglycyl-glycin-carbonsidure liefertel):

HO,C.NHCH,CO.NHCH,CO.NHCH,CO.NH.CH,.CO,.H.

Diese und dhnliche Verbindungen standen den freien Polypeptiden
schon naher, als die Benzoylderivate von Curtius, da sie nur das
eine Carboxyl als fremden Bestandteil enthielten. Aber die Hoffnung,
dieses als Kohlensdure abspalten zu konnen, wie man es nach dem
Verhalten der Carbaminsdure und dhnlicher Substanzen erwarten muBte,
hat sich leider nicht erfiillt. Ich habe deshalb in Gemeinschaft mitOtto 2)
einen anderen Weg eingeschlagen, um die freien Polypeptide zu gewinnen.

Glycyl-glycinester wurde zuerst mit Chloracetylchlorid kombiniert
und das aus dem so resultierenden Ester durch Verseifung gewonnene
Chloracetyl-glycyl-glycin durch Erwdrmen mit Ammoniak in Diglycyl-
glycin verwandelt.

NH,.CH,.CO.NHCH,CO.NH.CH,.CO,.H.

Dieses Verfahren hat sich in der Folge als eine sehr fruchtbare
Reaktion erwiesen, durch die sich die verschiedenartigsten Di-, Tri-,
Tetra- und einzelne Penta-Peptide erhalten lieBen.

Inzwischen war auch die Biuretbase von Curtius von neuem
studiert worden. Schwarzschild3), der das Verhalten gegen Trypsin
untersuchte, glaubte sie als den Athylester eines Heptapeptids, d. h.
des Hexaglycyl-glycins, betrachten zu miissen. Aber erst Curtius4)
erkannte im Jahre 1904 ihre richtige Zusammensetzung und Struktur;
er zeigte in {iberzeugender Weise, daB sie der Athylester des Triglycyl-

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2094, 2106 [1903]. (S. 302.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2106 [1903]. (S. 315.)

3) Beitrdge z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 155 [1903].

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 1284 [1904].
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glycins ist. Ich konnte diesen Schlufl bald nachher bestdtigen, da das
von mir auf ganz anderem Wege gewonnene Triglycyl-glycin bei der
Veresterung dieselbe Verbindung, resp. ihr Benzoylderivat liefertel).
Eine interessante, von Curtius erwdhnte Verdnderung erfiahrt der
freie Ester nach einer Beobachtung seines Mitarbeiters Gumlich;
denn dhnlich dem Glycinester geht er dabei in Anhydrid iiber2), das
auch ebenso, wie es von mir und Fourneau fiir das Glycinanhydrid
beobachtet wurde, durch Salzsdure aufgespalten wird und dabei ein
Octapeptid des Glycins liefern soll.

Einen anderen Verlauf der Reaktion beobachtete ich anfangs 1906
bei dem Methylester des Diglycyl-glycins; denn hier entsteht der Me-
thylester des Pentaglycyl-glycins, aus dem sich durch Verseifung leicht
das Hexapeptid gewinnen 1aB3t3).

Im Sommer 1904 hat endlich Theodor Curtius in einer Reihe
von Abhandlungen4), die den gemeinsamen Titel ,,Verkettung von
Aminosduren’ tragen, seine Synthesen von Benzoylderivaten der Poly-
peptide ausfithrlich beschrieben. Sie erstreckten sich auf die Derivate
des Glykocolls, Alanins, Isoserins, der Asparaginsiure und f-Amino-
buttersdure. Fiir die Synthese wurde stets die Azidmethode benutzt.
Obschon sie auch noch manche interessante Beobachtungen — ins-
besondere iiber die Metamorphosen der Azide — enthalten, so kann
ich doch auf ihren Inhalt nicht weiter eingehen, da alle Punkte erwdhnt
sind, die zu meinen Versuchen in Beziehung stehen.

Ungefdhr um dieselbe Zeit fand ich5), daBl das Bromisocapronyl-
glycin auch mit Phosphorpentachlorid in sein Chlorid verwandelt
werden kann, wenn man als Losungsmittel Acetylchlorid benutzt, und
daB die Kombination solcher Chlorkdrper mit Aminosdureestern eine
neue Synthese von Polypeptiden gestattet. Die Verfolgung dieser
Beobachtung hat mich im Jahre 1905 zur Entdeckung der Chloride
der Aminosduren selbst gefiihrt, die abermals eine neue und durch
ihre Anwendung auf die optisch-aktiven Substanzen besonders wichtige
Methode zum Aufbau der Polypeptide im Gefolge hatte$).

Synthetische Methoden.

Da das ilteste Dipeptid, das Glycylglycin, zuerst aus dem Glycin-
anhydrid erhalten wurde und da auch heute noch manche Dipeptide

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 2504 [1904]. (S. 353f.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 1300 [1904].

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 453 [1906]. (S. 567.)

4) Journ. f. prakt. Chem. [2] 70, 57 ff. [1904].

5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 3070 [1904]. (S. 377.)
6) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 605 [1905]. (S. 422.)
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am leichtesten aus den 2,5-Diketopiperazinen!) darzustellen sind, so
will ich zunichst die Bildungsweisen der letzteren besprechen, indem
ich zugleich auf die von mir friiher gegebene historische Ubersicht 2)
ihrer Entdeckung verweise.

Das dlteste Glied der Klasse ist wohl das sogenannte Leucinimid,
welches zuerst von Bopp3) 1849 beobachtet und spéter auch kiinstlich
aus dem Leucin durch Erhitzen im Kohlensdure-4) oder im Salzsdure-
Strom5) erhalten wurde. Nach demselben Verfahren sind die Anhydride
des Phenyl-glykocolls, Phenyl-alanins und Sarkosins dargestellt. Be-
ziiglich der zahlreichen 2,5-Diketopiperazine mit zwei an Stickstoff ge-
bundenen aromatischen Radicalen, die von P. W. Abenius und
O. Widman sowie von C. A. Bischoff und seinen Mitarbeitern nach
verschiedenen Methoden erhalten wurden, verweise ich auf die Lehr-
biicher®), da diese Verbindungen fiir das Studium der Proteine nicht
in Betracht kommen.

Eine zweite wichtige Bildungsweise fanden Curtius und Goebel
bei dem Glykocoll-dthylester, denn dieser verwandelt sich in wisseriger
Losung zum groflen Teil in das Anhydrid:

2 NH,.CH,.COOC,H; = 2 CH,0 + NH( - C0y
CO.CH,

Bei den kohlenstoffreicheren Aminosduren erfolgt die Reaktion in
wisseriger Losung nicht oder nur in sehr geringem MaBe, wohl aber,
wie ich gefunden habe?), sehr langsam beim Aufbewahren und ziemlich
rasch beim Erhitzen auf 150—180°. Das Verfahren ist sehr zu empfehlen
fiir die Bereitung der Diketopiperazine von Alanin, Aminobuttersiure,

NH .

1) Dieser urspriinglich von C. A. Bischoff, sowie von Abenius und
Widman gebrauchte Name (Berichte d. d. chem. Gesellsch. 21, 1257 und
1662 [1888]) ist spdter durch Diaciperazin ersetzt worden. Ich habe letzteren
ebenfalls so lange benutzt, bis A. Hantzsch, der die Silbe ,aci fiir andere
Zwecke reservieren will, wieder Diketopiperazin in Vorschlag brachte (Berichte
d. d. chem. Gesellsch. 38, 998 [1905]). Obgleich Bedenken dagegen erhoben
werden konnen und man nach einem Vorschlag, den mir Herr P. Jacobson
privatim machte, vielleicht besser den von Kekulé herriihrenden Ausdruck
,Dioxo’ (vgl. Anschiitz und Parlato, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 25,
1977 [1892]) hier anwenden wiirde, so scheint es mir doch besser, vorldufig
keine Anderung mehr vorzunehmen, weil dadurch stets einige Verwirrung ge-
stiftet wird.

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 435 [1901]. (S. 175.)

3) Ann. d. Chem. 69, 28 [1849].

4) Hesse und Limpricht, Ann. d. Chem. 116, 201 [1860].

5) Kohler, Ann. d. Chem. 134, 367 [1865].

6) Z. B. Chemie der 6-gliedrigen, heterocyclischen Systeme von Briihl,
Hjelt und Aschan, S. 1043.

7) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 435 [1901]. (S. 175.)
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Leucin, 6-Amino-#n-capronsiure, Phenyl-alanin und Tyrosin. Der gleiche
Vorgang spielt sich rasch schon bei 1000 ab bei dem Methylester des
Histidins und Lysins1); langsam erfolgt er bei 1000 auch bei dem Me-
thylester des d-Alanins2). Mit einer kleinen Modifikation 148t er sich
auch benutzen bei dem Asparaginsdure-didthylester3); dagegen versagt
er bei den Estern der Glutaminsdure, weil diese zu leicht in die Ester
der Pyrrolidon-carbonsdure iibergehen.

Eine dritte, recht glatt verlaufende und deshalb fiir die praktische
Darstellung in vielen Féllen geeignete Methode beruht auf der Wechsel-
wirkung zwischen Ammoniak und den Estern der Aminosiduren, die
ein «-Halogenacyl enthalten. Sie wurde gefunden4) bei dem Chlor-
acetyl-alaninester und gab das erste gemischte Diketopiperazin:

C1.CH,.CO.NH.CH(CHy). CO,CoHj + 2 NH,

CH,.CO
=NH,Cl + CHgO + NH{  DNH
CO—CH.CH,

DaBl die Reaktion auch noch in komplizierteren Fillen eintritt,
beweist die ziemlich glatte Verwandlung des Chloracetyl-asparagin-
saureesters in Anhydro-glycyl-asparaginsdureester und Anhydro-glycyl-
asparagin5).

Als Zwischenprodukt entsteht aller Wahrscheinlichkeit nach der
Ester des Dipeptids, der durch die weitere Wirkung des alkoholischen
Ammoniaks in Diketopiperazin verwandelt wird.

DaB dieser letzte ProzeB in der Tat sehr leicht stattfindet, wurde
zuerst bei dem Glycyl-glycinester8) und spédter in zahlreichen anderen
Fillen beobachtet und ist deshalb wichtig, weil darauf eine Trennung
der Dipeptide von den héheren Polypeptiden beruht. Im Zusammen-
hang damit steht die Bildung der Diketopiperazine durch Anhydri-
sierung der Dipeptide selbst, die in manchen Féllen recht glatt beim
Schmelzen erfolgt?).

1) E.Fischer und U.Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 4173 [1905].
(S. 438.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 469 [1906]. (S. 566.)

3) E.Fischer und E. K6nigs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4601 [1904].
(S. 420.)

4) E. Fischer und E. Otto, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2112 [1903].
(S. 321.)

5) E.Fischer und E. K6nigs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4589 [1904].
(S. 206 4.

6) E. Fischer und E. Fourneau, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34,
2873 [1901]. (S. 285.)

7) Ann. d. Chem. 340, 126ff. [1905]. (S. 465.)



30 Einleitung.

Eine recht eigenartige Entstehung von Diketopiperazinen wurde
bei der «-Amino-y-oxy-valeriansdure beobachtet!), denn ihr o&liges
Lacton verwandelt sich schon bei gewdhnlicher Temperatur durch
Umlagerung und Polymerisation in das feste Piperazinderivat. Wahr-
scheinlich wird man den gleichen Vorgang bei anderen a-Amino-y-oxy-
sauren wiederfinden.

Endlich erwdhne ich noch eine kompliziertere Bildungsweise der
Dipeptide. Bei der Darstellung des Diglycyl-glycins und des Triglycyl-
glycins aus den entsprechenden Chloracetylkérpern wurde als Neben-
produkt eine kleine Menge Glycinanhydrid beobachtet?). Hier muf
also in geringem MaBe eine hydrolytische Sprengung der Glycinkette
stattfinden.

Bildung der Dipeptide aus den 2,5-Diketopiperazinen.

Die Reaktion wurde zuerst bei dem Glycinanhydrid beobachtet
und fiihrte, wie bereits mehrfach erwdhnt, zur Entdeckung des ersten
Dipeptids, des Glycyl-glycins. Der Vorgang entspricht der Gleichung:

/CH2 . CO\
NCO.CHy,”

Er wurde zuerst durch kurzes Erwdrmen mit starker Salzsdure
bewirkt4), wobei das Hydrochlorat des Dipeptids entsteht und beim
starken Abkiihlen kristallisiert. Verwendet man an Stelle der wisse-
rigen Losung alkoholische Salzsdure, so resultiert das Hydrochlorat des
Glycyl-glycinesters. Bei den Homologen des Glycinanhydrids st6Bt
die praktische Ausfithrung der Reaktion auf grofere Schwierigkeiten.
Bei dem Alaninanhydrid z. B. sind die Produkte der Aufspaltung mit
Salzsiure sowohl in wisseriger wie in alkoholischer Losung so schwer
zu kristallisieren, daf3 ihre Isolierung bisher nicht gelang, und es be-
durfte hier der Uberfithrung des Alanyl-alaninesters in seine Carbidth-

NH NH + H20 = NH2CH2CO . NHCHzCOOHg) .

1) E.Fischer und H. Leuchs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3798 [1902].
(S. 260.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 2501 ff. [1904]. (S. 351.)

3) Bei den aromatischen Abkémmlingen des Diketopiperazins, z. B. dem
Ditolylderivat CHj, .CeH4.N<ggz (':(I:_IO>N.C6H4.CH3 , ist die gleiche Reaktion

-LHy
schon 1888 von P. W. Abenius und O.Widman (Berichte d. d. chem. Gesellsch.
21, 1662 [1888]) beschrieben worden. Aber an ihre Ubertragung auf die ali-
phatischen Verbindungen, bei denen allerdings nicht allein die duBeren Eigen-
schaften, sondern auch die Affinititsverhiltnisse wesentlich anders sind, hat niemand
gedacht.

4) E. Fischer und E. Fourneau, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34,
2869 [1901]. (S. 280.)
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oxylverbindung, um ein reines Priparat zu gewinnen!). Wieder andere
Bedingungen waren notig bei dem schwer 16slichen Leucinanhydrid
(Leucinimid). Hier gelang die Verwandlung in Leucyl-leucin am besten
durch 1/,-stiindiges Erhitzen mit einer bei 00 gesittigten, wisserigen
Bromwasserstoffsdure.

Bequemer ist die Aufspaltung der Diketopiperazine durch ver-
diinntes Alkali2). Bei Anwendung von Normal-Natronlauge vollzieht
sich die Verwandlung des Glycinanhydrids in das Dipeptid bei ge-
wohnlicher Temperatur schon in 15—20 Minuten, und die Isolierung
des Dipeptids bietet gar keine Schwierigkeiten, besonders wenn man
das Alkali nicht durch Salzsiure, sondern durch Jodwasserstoff oder
Essigsdure abstumpft, weil die hierdurch entstehenden Natriumver-
bindungen in Alkohol leicht 16slich sind und sich deshalb bequem vom
Glycyl-glycin trennen lassen. Nach diesem Verfahren wurde auch
ohne Schwierigkeit das bis dahin unbekannte racemische Alanyl-alanin
gewonnen 3).

Langsamer erfolgt der Angriff des Alkalis bei den kohlenstoff-
reicheren Diketopiperazinen; denn bei dem Anhydrid der &-Amino-
buttersdure ist bei gewshnlicher Temperatur schon tagelanges
Schiitteln notwendig4). Ahnliches wurde beim Anhydrid des Histi-
dins beobachtet®). Allerdings geht die Aufspaltung bei hoherer
Temperatur rascher von statten, aber dabei entsteht dann auch die
Gefahr, daB die Hydrolyse weiter bis zur Bildung von Aminosiuren
fortschreitet. Bei dem Leucinanhydrid®) ist die Schwierigkeit noch
grofer, so daB die Reaktion hier noch nicht durchgefithrt werden
konnte.

Eine besondere Betrachtung verdienen die unsymmetrisch substi-
tuierten Diketopiperazine von der Formel:

CO—CH, CO——CH(R1)
NH{ ONH oder NH( ONH .
CH(R).CO CH(R).CO

Sie entsprechen zwei verschiedenen Dipeptiden, aus denen sie
einerseits entstehen, und in die sie andererseits durch Aufspaltung

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 1103 [1902]. (S. 299.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 607 [1905]. (S. 424.)

3) E. Fischer und K. Kautzsch, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38,
2375 [1905]. (S. §27.)

4) Nach Versuchen von Dr. K. Raske.

5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 4185 [19056]. (S. 451.)

6) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 609 [1905]. (S. 4£26.)
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zuriickgehen konnen. Dieser Fall wurde experimentell gepriift bei
dem Leucyl-glycin-anhydrid,
CO.CH.CH,
NH{ DNH
CH,.CO
Es entsteht sowohl aus dem Leucyl-glycin wie aus dem Glycyl-
leucin durch Abspaltung von Wasserl) und liefert bei der Aufspaltung
mit Alkali wieder beide Dipeptide2), allerdings in ungleicher Menge.
Zu erwidhnen ist endlich die ziemlich weitgehende Racemisierung
die beim Aufspalten des d-Alanin-anhydrids mit Alkali eintritt3).

Synthese der Polypeptide mittels der Ester.

Wihrend die Ester der einfachen «-Aminosduren unter Abgabe von
Alkohol so leicht in Diketopiperazine iibergehen, fithrt die Reaktion
bei der Diamino-propionsdure nur bis zum Ester des Dipeptids. Der
Grund dafiir ist vielleicht der, daB3 die Kupplung hier an der in f-Stel-
lung befindlichen Aminogruppe erfolgt und dadurch die Bildung eines
Piperazinringes unmoglich wird. In der Tat verhalt sich das Isoserin
ebenso, wihrend der Methylester des Serins, das eine «-Aminosiure ist,
unter den gleichen Bedingungen ein Diketopiperazin liefert4).

Die groBe Neigung der Ester zur Abspaltung von Alkohol ist auch
noch bei den héheren Polypeptiden vorhanden. Curtius hat sie zuerst
fiir den Athylester des Triglycyl-glycins®) erwdahnt, und ich habe sie
bald nachher bei dem Derivat des Diglycyl-glycins beobachtet®). Viel
glatter geht nach meiner Erfahrung der Vorgang bei den Methylestern.
So konnte ich zeigen, daBl der Methylester des Diglycyl-glycins bei
1000 sehr rasch nach der Gleichung

9 NH,CH,CO.NHCH,CO. NHCH,CO,CH,
= CH4O + NH2CH2CO . (NHCH2CO)4. NHCH2CO2CH3

in den Methylester des Hexapeptids iibergeht, aus dem das Hexapeptid
durch Verseifung leicht zu erhalten ist7). Voraussichtlich wird dieses
Verfahren beim Aufbau komplizierterer Systeme noch recht gute Dienste
leisten.

1) Ann. d. Chem. 340, 127 [1905]. (S. 466.)

2) Nach Versuchen von Herrn Schrauth, die noch nicht publiziert sind.

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 469 [1906]. (S. 566.)

4) E.Fischerund U. Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 4174 [1905].
(S. 439.)

5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 1300 [1904].

6) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 2501 [1904]. (S. 352.)

7) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 453 [1906]. (S. 567.)
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Synthese der Polypeptide mittels der Halogenacyl-
Verbindungen.

Ebenso leicht wie die gewdhnlichen Saureradikale lassen sich die
halogenhaltigen Acyle in die Aminosduren einfithren, und durch nach-
tragliche Behandlung der Produkte mit Ammoniak entstehen Dipeptide.
Fiir das Glycyl-glycin wird der Vorgang durch folgende Gleichung
veranschaulicht:

CICH,CO.NHCH,COOH + 2 NH,
= NH,Cl + NH,CH,CO.NHCH,COOH.

Das Dipeptid 148t sich dann von neuem mit dem Halogenacyl
verkuppeln, und abermalige Behandlung mit Ammoniak liefert jetzt
das Diglycyl-glycin:

NH,CH,CO.NHCH,CO.NHCH,COOH.

Die Synthese wurde bis zu dem Pentapeptid fortgefiihrt, aber die
Grenze ihrer Leistungsfahigkeit ist damit sicher noch nicht erreicht.
Zur Einfiihrung des Halogenacyls in die Aminosdure oder das Poly-
peptid stehen zwei Methoden zur Verfiigung: Einwirkung des Halogen-
acylchlorids auf die alkalische Losung der Aminosdure bzw. des
Polypeptids oder auf die Losung ihrer Ester. Der erste Weg ist
der bequemere und gibt in vielen Fillen ausgezeichnete Resultate.
Bei einfacheren Halogenacylchloriden, wie Chloracetylchlorid oder
Brompropionylbromid, die schon von Wasser sehr rasch zersetzt
werden, muB3 die Operation bei sehr niederer Temperatur ausgefiihrt
werden und liefert trotzdem in manchen Fillen keine gute Aus-
beute.

Bei dem zweiten Verfahren, d. h. bei der Anwendung der Ester,
verlduft die Reaktion in der Regel glatter, besonders in wasserfreien
Losungsmitteln wie Ather, Petroldther, Chloroform; aber sie hat den
Nachteil, daB man 2 Mol. Ester auf 1 Mol. des Sdurechlorids verwenden
muB, da die Hilfte des Esters als Hydrochlorat der Reaktion entzogen
wird. Der Ubelstand fallt allerdings weg, wenn man in wisseriger
Losung in Gegenwart von Alkali oder Alkalicarbonat arbeitet, aber
auch dann ist noch eine nachtragliche Verseifung des Esters erforderlich,
die ebenfalls Verluste von wechselnder GroBe durch Verdnderung des
halogenhaltigen Radicals mit sich bringen kann. Im allgemeinen wird
man also die Ester nur dann benutzen, wenn die Reaktion in wisseriger
Losung schlecht verlduft, oder wenn das anzuwendende Halogenacyl-
chlorid verhéltnismaBig kostspielig ist.

Fischer, Untersuchungen. 3
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Als Halogenacylchloride kamen selbstverstandlich vorzugsweise
die in Betracht, die den &-Aminosiauren und zwar den in der Natur
vorkommenden entsprechen. Bisher wurden benutzt:

Chlor-(Brom)-acetylchlorid zur Einfithrung des Glycyl;
&-Brom-propionylchlorid (bromid) ,, ’ ,» Alanyl;

aktives /-o-Brom-propionylchlorid ,, ' ,, aktiven Alanyl;
«-Brom-butyrylchlorid " ’ ,»» ®%-Aminobutyryl;
«-Brom-isocapronylchlorid ' ' ,, Leucyl;
«-Brom-phenylacetylchlorid ” ’ ,» Phenylglycyl;
«-Brom-hydrozimmtsdaurechlorid ,, ' ,» Phenylalanyl;
&, 0-Dibrom-valerylchlorid ’ ’ ,, Prolyl.

Die Mehrzahl dieser Chloride muBte fiir die Zwecke der Synthese
erst bereitet werden und fiir einige davon, wie das Brom-isocapronyl-1)
und das Brom-hydrozimmtsdure-Chlorid 2), fehlte auch noch die Syn-
these der zugehorigen Sduren.

Einer besonderen Erlduterung bedarf die Benutzung des «, d-Di-
bromvalerylchlorids zur Bereitung von Prolylverbindungen. Die Wir-
kung des Ammoniaks fiithrt hier namlich nicht zur Substitution beider
Halogene durch Amid, sondern es wird statt dessen der Ring des Pyrro-
lidins erzeugt.

Speziell studiert wurde der Vorgang bei dem «, d-Dibromvaleryl-
alanin, dessen Umwandlung in Prolyl-alanin 3) durch folgende Gleichung
wiedergegeben wird:

CH,Br.CH,.CH,.CHBr.CO.NH.CH(CH;). COOH + 3 NH,

= 2 NH,Br + CH2 CH,. CH,.CH..CO. NH. CH(CH,). COOH.
NH

Mit der Halogenacyl-Methode sind die meisten bisher bekannten
Polypeptide gewonnen worden. Die Zahl der Halogenacyle kann gewi3
noch vergr6Bert werden, und ich habe die Hoffnung, daB man bei
Verwendung von «,f-, &,y- und «,é-Dibromacylen auch das Radikal
der Diamino- bzw. Oxyamino-Sduren einfithren kann.

Als anderer Komponent sind auBler den gewohnlichén Amino-
sauren auch die Oxyaminoverbindungen, wie Tyrosin4) und Isoserin®),

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2988 [1903] (S. 332); 3%, 2492 [1904].
(S. 342.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 3062 [1904]. (S. 369.)

3) E.Fischerund U. Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 2842 [1904].
(S. 363.)

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 2495 [1904]. (S. 344.)

5) E. Fischer und F. K6lker, Ann. d. Chem. 340, 172 [1905]. (S. 501.)
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das Phosphorpentachlorid zuriickgreifen, kam aber damit erst zum Ziel,
als gleichzeitig Acetylchlorid zur Losung verwendet wurde.

Der erste erfolgreiche Versuch betraf das «-Bromisocapronyl-
glycinl). Bei der Behandlung mit Acetylchlorid und Phosphorpenta-
chlorid liefert es ein Produkt, das zwar nicht analysiert werden konnte,
das aber nach seinem ganzen Verhalten sehr wahrscheinlich die Struktur
C4Hy.CHBr.CO.NH.CH,.COCl hat. Dieses 148t sich nun sehr leicht
mit den Estern von Aminosduren oder Polypeptiden verkuppeln. So
entstehen z. B. mit Glycin-dthylester und Glycyl-glycinester 2) folgende
beide Verbindungen:

C4H,.CHBr.CO.NHCH,CO. NHCH,CO,C,Hg,
C4H,.CHBr.CO.NHCH,CO. NHCH,CO . NHCH,CO,C,Hj.

Durch Verseifung und nachtrégliche Behandlung mit Ammoniak
wird die erste in das Leucyl-glycyl-glycin und die zweite in das Leucyl-
diglycyl-glycin verwandelt. Daf3 das Verfahren auch noch bei kom-
plizierteren Systemen verwendbar ist, beweist das Verhalten des «-Brom-
isocapronyl-diglycyl-glycins3).

Die Darstellung des Chlorids gelingt hier sogar besonders leicht,
und dieses 148t sich nicht allein mit Glykocollester, sondern ebenso
leicht mit Glykocoll selbst oder sogar mit Polypeptiden, wie Glycyl-
glycin oder Diglycyl-glycin, in alkalischer Ldsung kuppeln.

Aus den so resultierenden Brom-Verbindungen konnten dann durch
Ammoniak die Polypeptide:

Leucyl-tetraglycyl-glycin und Leucyl-pentaglycyl-glycin

gewonnen werden. Diese Methode ist gewil noch eines weiteren Aus-
baus fahig. Sie hat nur den Nachteil, daB manche Chloride, be-
sonders die einfacher zusammengesetzten, in Acetylchlorid 16slich
sind und beim Verdampfen der Lisung eine teilweise Zersetzung er-
leiden.

Dieser Ubelstand fallt weg bei der Ubertragung der Reaktion auf
die Aminosduren selbst. Sie werden dadurch, wie oben ausfiihrlich
dargelegt ist, in die Hydrochlorate der Aminosdurechloride von der
R.CH.COC1

NH,CI
Acetylchlorid schwer 16slich und deshalb leicht zu isolieren sind4).

allgemeinen Formel verwandelt, die in der Regel in

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 3070 [1904]. (S. 377.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 610 [1905]. (S. 427.)
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 453 [1906]. (S. §50.)
4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 606 und 2914 [1905]. (S. 423 w. 638.)
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Werden diese Chlorverbindungen dann bei gewGhnlicher Temperatur
mit den Estern der Aminosduren zusammengebracht, so entstehen
meist in guter Ausbeute die Ester der entsprechenden Dipeptide, aus
denen man durch Verseifung die Dipeptide selbst gewinnen kann.

Das Chlorierungsverfahren hat sich bei allen einfachen Monoamino-
sauren bewidhrt. Besonders wichtig ist seine Brauchbarkeit bei den
optisch-aktiven Aminosduren, weil sie einen neuen Weg fiir die Synthese
von optisch-aktiven Polypeptiden eroffnetl). Versagt hat leider das
Verfahren bisher bei den Oxy-amino- und Diamino-Sduren, weil hier
phosphorhaltige Produkte resultieren.

Dagegen scheint die Reaktion einer allgemeineren Anwendung fahig
zu sein bei den Polypeptiden. So konnten das Leucyl-glycin und das
Leucyl-diglycin in die entsprechenden Chlorderivate {ibergefiihrt werden,
die durch Kombinationen mit Leucinester und Glycinester ein T'ri- bzw.
Tetra-peptid lieferten.

Voraussichtlich wird es gelingen, an Stelle der einfachen Amino-
sdureester auch die Polypeptidester oder an Stelle der Ester die alka-
lische Losung der Aminosduren und Polypeptide bei dieser Synthese
Zu verwerten.

Synthese von optisch-aktiven Polypeptiden.

Da alle in der Natur vorkommenden Proteine, sowie ihre Spal-
tungsprodukte: Albumosen, Peptone usw. optisch-aktiv sind, so muf}
das vornehmste Ziel der Synthese selbstverstindlich die Gewinnung
von Polypeptiden sein, die nur die natiirlichen optisch-aktiven Amino-
sdauren enthalten. Ich habe mich deshalb besonders bemiiht, moglichst
viele praktische Methoden fiir diesen Zweck aufzufinden.

Die ersten Erfolge wurden erzielt durch die Ubertragung der
Halogenacyl-Methode auf die aktiven Aminosduren. Dahin gehort die
Synthese des Glycyl-I-tyrosins2), des Glycyl-asparagins3) und des Di-
glycyl-cystins4). Komplizierter werden die Verhiltnisse bei Anwendung
von Halogenacylen mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom, wie
&-Brom-propionylbromid oder &-Brom-isocapronylchlorid, denn ihre
Kombination mit einer aktiven Aminosdure muB} ein Gemisch von zwei
isomeren optisch-aktiven Halogenverbindungen bzw. Dipeptiden liefern.
In einzelnen Fillen, wie bei dem d- und /-Leucylasparagin lassen sich
diese beiden Formen durch Kristallisation trennen, und man erhilt dann

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 2921 [1905] (S. 545); 39, 453 [1906].
(S. 662.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 2495 [1904]. (S. 344.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4587 [1904]. (S. 405.)

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 4577 [1904]. (S. 397.)
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einheitliche optisch-aktive Dipeptidel). Gewdhnlich aber sind die Los-
lichkeitsverhiltnisse der stereoisomeren Korper so #hnlich, daf ihre
Scheidung durch Uml6sen nicht gelingt. Aus diesem Grunde ist die
Einheitlichkeit mancher der frither beschriebenen aktiven Polypeptide,
wie Leucyl-l-tyrosin2), Leucyl-asparaginsidure3), zweifelhaft.

Einen besonderen Fall bieten das Dialanyl- und Dileucyl-Cystin,
denn hier ist auch die Moglichkeit vorhanden, dal3 ein einheitliches
Molekiil entsteht4), welches sowohl die d- wie die /-Form des Alanyls
bzw. Leucyls enthilt.

Eine zweite Methode beruht auf der Anwendung optisch-aktiver
Halogenacyle. Mit Hilfe des linksdrehenden «-Brom-propionylchlorids
wurde die Synthese des /-Alanyl-glycins®) ausgefithrt. Leider aber sind
die aktiven Halogenacylchloride bzw. die entsprechenden Halogenfett-
sdauren schwer zugénglich, und selbst in dem vorstehenden Falle enthielt
das Dipeptid nicht das natiirliche d-Alanin, sondern den optischen
Antipoden.

Um diese Schwierigkeit zu umgehen, habe ich versucht, die race-
mischen Halogenacyl-aminosiuren, z. B. das «-Bromisocapronyl-glycin,
durch Alkaloide in die optisch-aktiven Komponenten zu spalten, aber
bisher keinen rechten Erfolg gehabt.

Recht wertvoll scheint mir endlich fiir den Aufbau aktiver Poly-
peptide die zuvor schon erwidhnte Verwendung der Chloride von aktiven
Aminosduren. Genauer gepriift ist sie bei dem d-Alanin, dessen Chlorid
mit den Estern des Glykocolls und des d-Alanins kombiniert wurde,
wobei einerseits das 4-Alanyl-glycin und andererseits das d-Alanyl-
d-alanin resultierte. Da das Verfahren aller Wahrscheinlichkeit nach
auch fiir die aktiven Polypeptide angewandt werden kann, so wird es
voraussichtlich fiir die Bereitung komplizierterer optisch-aktiver Formen
noch eine groBe Rolle spielen.

Mit Hilfe der zuvor zusammengestellten Methoden sind bisher
nahezu 70 Polypeptide der verschiedensten Zusammensetzung bereitet
worden, die ich zur leichteren Ubersicht in der folgenden Tabelle zu-
sammenstelle. Bei jeder Verbindung ist die hauptsdchlichste Literatur-
stelle mit denselben Abkiirzungen wie in der ersten Tabelle (vgl. S. 19)
zugefiigt.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4591 [1904], (S. 409) und nach
weiteren, noch nicht publizierten Versuchen von Dr. E. Kdnigs.

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 2498 [1904]. (S. 348.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4593 [1904]. (S. 410.)

4) Fischer und Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4575 [1904].
(S. 395.)

5) Fischer und Warburg, Ann. d. Chem. 340, 165 [1905]. (S. 496.)
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Tabelle der Polypeptide.
Dipeptide. ypep

Glycyl-glycin (B. 34, 2870, S. 282).
Glycyl-dl-alanin (B. 3%, 2489, 8. 340).
Glycyl-d-alanin (noch nicht publiziert).
dl-Alanyl-glycin (A. 340, 130, S. 469), Fischer und Axhausen.
d-Alanyl-glycin (B. 38, 2921, S. §49).
l-Alanyl-glycin (A. 340, 165, S. 496), Fischer und Warburg.
Alanyl-alanin (inakt.) (B. 38, 2376, 8. 628), Fischer und Kautzsch.
d-Alanyl-d-alanin (B. 39, 465, S. 562).
o-Aminobutyryl-glycin (A. 340, 182, 8.509) Fischer und Raske.
a-Aminobutyryl-&-Aminobuttersdure A}(A. 340, 187, S. 511/512)

" ) BJ Fischer und Raske.
Glycyl-di-leucin (A. 340, 157, 8. 490), Fischer und Warburg.
di-Leucyl-glycin (A. 340, 144, S. 479), Fischer und Brunner.
Alanyl-leucin g} (A.340, 154, 155, S.487), Fischer und Warburg.
Leucyl-alanin (A. 340, 160, S. 492), Fischer und Warburg.
Leucyl-isoserin g} (A.340, 174, 175, 8. 502), Fischer und K 1ker.
Leucyl-leucin (B. 35, 1104, S. 299 und 3%, 2491, S. 343).
Phenylglycyl-glycin (A. 340, 192, S. 517)
Phenylglycyl-alanin A} (A.340, 197, S. 520)
Glycyl-phenylalanin (B. 37, 3313, S. 392)
Alanyl-phenylalanin (ibid.) (8. 391)
Leucyl-phenylalanin A} (B. 3%, 3308,

» » B S. 386)

Phenylalanyl-glycin (B. 38, 2919, S. 543).
Phenylalanyl-phenylalanin (B. 3%, 3068, S. 376).
Glycyl-I-tyrosin (B. 3%, 2495, S. 346).
Leucyl-l-tyrosin (B. 3%, 2498, S. 348).
Seryl-serin (B. 38, 4195, S. 461) } . .
Tsoseryl-isoserin (B. 38, 4193, . 459)f T ischer und Suzuki.
Glycyl-asparagin (B.3%, 4587, S. 405) |
Leucyl-asparagin (B. 37, 4591, 8. 409) |
Phenylglycyl-asparagin (A.340,199,8.523), Fischeru.Schmidlin.
Leucyl-asparaginsiure (B. 37, 4593,8.410)} . ..
Asparagyl-monoglycin (B.38%, 4594,8.412) Fischer und Konigs.
dl-Prolyl-alanin (B. 3%, 2845, S. 366), Fischer und Suzuki.

.. . Fischer und
Leucyl-prolin (inaktiv) (B. 3%, 3074, S. 382){ Abderhalden.

Fischer und
Schmidlin.

Leuchs und Suzuki.'

Fischer und Konigs.
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Dipeptide der Diaminosduren.

(B. 38, 4173)

Lysyl-lysin (8. 448) Fischer und Suzuki.

Diamino-propionsiure-Dipeptid (S. 443) }
Histidyl-histidin (8. 451) '
Tripeptide.
Diglycyl-glycin (B. 36, 2983, 8. 327 und 3%, 2500, S. 350).
dl-Alanyl-glycyl-glycin (B. 36, 2987, S. 330).
Dialanyl-alanin (B. 38, 2384, 8. 536), Fischer und Kautzsch.
dl-Leucyl-glycyl-glycin (B. 36, 2990, S. 333).
Leucyl-alanyl-alanin A} (B. 38, 2381, 8. 533),
B J Fischer und Kautzsch.

Glycyl-leucyl-alanin (A. 340, 164, 8. 495) {

2 2 »

Fischer und
Warburg.

. Fischer und
Alanyl-leucyl-glycin (A. 340, 150, S. 484) { iselier un
Leucyl-alanyl-glycin A} (A. 340, 136, 137, 8. 471),

’ ” » BJ Fischer und Axhausen.
dl-Phenylalanyl-glycyl-glycin (B. 3%, 3066, S. 373).
Diglycyl-phenylalanin (B. 37, 3315, S. 393)
Leucyl-glycyl-phenylalanin (B. 3¢, 3314, S. 393)| Leuchs und
Dileucyl-phenylalanin oder Suzuki.
Leucyl-a-leucylphenylalanin (B. 3%, 3311, S. 389)
Asparagyl-dialanin (B. 37, 45697, 8. 415), Fischer und Konigs.

Tetrapeptide.
Triglycyl-glycin (B. 3%, 2501, S. 352).
dl-Leucyl-diglycyl-glycin (B. 38, 611, S. 429).
Dileucyl-glycyl-glycin (B. 347, 2506, S. 356).
Diglycyl-cystin (B. 3%, 4571, S. 397)
Dialanyl-cystin (B. 37, 4579, S. 399) : Fischer und Suzuki.
Dileucyl-cystin (B. 3%, 4580, S. 400)

Pentapeptide.
Tetraglycyl-glycin (B. 3%, 2507, S. 358).

Hexapeptide.
Pentaglycyl-glycin (B. 39, 472, S. 569).
Leucyl-tetraglycyl-glycin (B. 39, 460, S. 557).
Heptapeptide.
Leucyl-pentaglycyl-glycin (B. 39, 461, 8. §58).
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Struktur der Polypeptide und Diketopiperazine.

Die Resultate der Synthese und alle bisher bekannten Metamor-
phosen der Polypeptide fiihren iibereinstimmend zu dem Schlusse, dal
in ihnen die Aminosduren amidartig verkuppelt sind. Dies gilt auch
fiir die Derivate der Oxyaminosduren, z. B. die Leucyl-isoserine, bei
denen die zweite Moglichkeit, namlich eine esterartige Verkupplung
der Komponenten, durch eine besondere Untersuchung ausgeschlossen
werden konntel). Trotz dieser Vereinfachung bleibt die Frage nach
der Struktur und der Moglichkeit von isomeren Formen bei den Poly-
peptiden immer noch kompliziert genug; denn bei jhnen vereinigen
sich die Streitpunkte, welche beziiglich der Struktur der Amide und
der Aminosiuren bisher unerledigt geblieben sind. Wir haben also
einerseits mit der Moglichkeit von Lactam- und Iactim-Formen und
andererseits mit dem Gegensatz von freier Aminosdure und intramole-
kularem Salz zu rechnen. Fiir das Glycyl-glycin ergeben sich daraus
folgende vier Formeln:

NH,CH,CO.NHCH,COOH  NH,CH,C(OH) : NCH,COOH
NH,CH,CO. NHCH,COO NH,CH,C(OH) : NCH,COO .
| ! | |

Da es nach den bisher vorliegenden Beobachtungen unméglich
ist, eine Auswahl zwischen ihnen zu treffen, so habe ich der Einfach-
heit halber nur die erste Formel gebraucht. Ich halte es aber keines-
wegs fiir iiberfliissig, bei einem griindlicheren Studium der Polypeptide
auch die iibrigen Formen, deren Zahl natiirlich mit der Gr6Be des
Molekiils sich vermehrt, ins Auge zu fassen. Schon jetzt habe ich bei
einigen Polypeptiden Beobachtungen gemacht, die auf verschiedene
Zustdande hinzudeuten scheinen. So ist das Leucyl-diglycyl-glycin im
amorphen Zustand in Alkohol leicht 16slich; erwdrmt man aber die
alkoholische Fliissigkeit auf dem Wasserbade, so beginnt nach einiger
Zeit die Abscheidung des kristallinischen Tetrapeptids, das nun in Alko-
hol sehr schwer 16slich ist 2).

FEine besondere Art von Isomerie, deren Ursache bisher auch noch
nicht aufgekldrt ist, hat sich bei den Carbdthoxyl-Verbindungen der
Polypeptide gezeigt. Die Erscheinung wurde zuerst beobachtet bei
dem Carbathoxyl-glycyl-glycinester; die daraus durch Verseifung mit
Alkali entstehende Glycyl-glycin-carbonséure, HO,C.NH.CH,.CO.NH
.CH,.CO,H, gibt ndmlich bei der Behandlung mit alkoholischer Salz-
sdure einen ebenfalls neutralen Ester, der mit der urspriinglichen Ver-

1) Ann. d. Chem. 340, 177 [1905]. (S. 5605.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 611 [1905]. (S. 429.)
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bindung isomer ist. Ich habe die Ester vorldufig als «- und f-Verbin-
dung unterschieden und muBte die Feststellung ihrer Struktur weiteren
Versuchen iiberlassen.

Die gleiche Art der Isomerie wurde bei dem Carbathoxyl-digly-
cyl-glycinester und endlich auch bei den entsprechenden Doppelamiden
beobachtet1).

Eine weitere Komplikation erfahrt die Frage nach der Struktur
der Polypeptide, wenn sie Amino-dicarbonsdure oder Diaminosiure
enthalten. So muBte fiir das Asparagyl-monoglycin die Wahl zwischen
den beiden Formeln

CO.NH.CH,.COOH ' COOH
CH.NH, oder CH.NH,
CH,.COOH CH,.CO.NH.CH,.COOH

offen bleiben2). Ebensowenig konnte fiir das Dipeptid der Diamino-
propionsiure eine Entscheidung zwischen den Formeln

NH,.CH,.CH(NH,).CO.NH.CH,.CH(NH,). COOH
NH,.CH,.CH(NH,).CO.NH.CH.COOH

getroffen werden3). CH,.NH,

In nichster Beziehung zu den Dipeptiden stehen die Diketopi-
perazine. Auch bei ihnen hat man auBler der iiblichen Ketoform die
Enolform zu beriicksichtigen. Fiir die einfachste Verbindung der Klasse,
das Glycinanhydrid, sind also drei Moglichkeiten gegeben:

CO.CHo. /C(OH). CHp /C(OH).CH\
Semy.co™M Mg, com?™ Meg,— oM

Bei der Aufspaltung des Alaninanhydrids durch Alkali wurde in
der Tat die voriibergehende Bildung einer Alkaliverbindung beob-
achtet, die allerdings nicht analysiert worden ist, die man aber mit
einem ziemlich groBen Grad von Wahrscheinlichkeit als das Derivat
einer Enolform betrachten darf4). )

NH

Konfiguration der Polypeptided).

Mit Ausnahme des Glykocolls enthalten alle ®-Aminosduren, um
die es sich bei den vorliegenden Synthesen vorzugsweise handelt, ein
asymmetrisches Kohlenstoffatom. Bei den Polypeptiden berechnet sich

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2096 [1903]. (S. 304.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 4594 [1904]. (S. 412.)
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 4173 [1905]. (S. 438.)
4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 609 (S. £26) und 2376 [1905]. (S. §28.)
5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 2486 [1904]. (S. 337.)
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also die Zahl der selbstiandigen optischen Isomeren nach der bekannten
van 't Hoffschen Formel 2». Z. B. ein Dipeptid von der allge-
meinen Formel:

NH,.CHR.CO.NH.CHR.COOH
* *

muB wegen der beiden durch Sternchen markierten, asymmetrischen
Kohlenstoffatome in vier aktiven Formen existieren, von denen je zwei
eine racemische Verbindung bilden k6énnen. Bei Benutzung von race-
mischem Rohmaterial ist also a priori die Bildung von zwei isomeren
inaktiven Substanzen zu erwarten, und diese miissen schon auftreten
bei den halogenhaltigen Zwischenprodukten:

Br.CHR.CO.NH.CHR.CO,H.
* *

Derselbe SchluB gilt natiirlich auch fiir die Umwandlung eines
Dipeptids in Tripeptid, mit anderen Worten, fiir die Ankupplung
jeder weiteren Aminosiure mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom.
Diese Isomerie ist zuerst bei dem Leucyl-phenylalaninl) beschrieben
worden. Dazu sind spiter viele neue Beispiele gekommen: Leucyl-
alanyl-glycin, Alanyl-leucin, &«-Aminobutyryl-«-aminobuttersiure, Phe-
nylglycyl-alanin, Leucyl-isoserin?), Leucyl-alanyl-alanin3), und es ver-
dient hervorgehoben zu werden, daB in fiinf Fillen die Trennung der
Isomeren schon bei den halogenhaltigen Zwischenprodukten gelungen ist.

Die bisherigen Betrachtungen sind selbstverstandliche Konsequenzen
der Theorie des asymmetrischen Kohlenstoffatoms, speziell angewandt
auf die Bildung der Polypeptide, und ich hatte deshalb keinen Grund,
auf dhnliche Beobachtungen bei der Bildung der gewdhnlichen Amide
hinzuweisen. Das ist bald nach meiner Publikation durch E. Mohr#4)
geschehen, der bei der Darstellung der «-Phenyl-dthylamide der Ben-
zyl-dthyl-essigsdure ebenfalls zwei Isomere erhielt. Wie in seiner zwei-
ten Abhandlung erwahnt ist, hatten aber schon drei Jahre frither Kip-
ping und Hall dhnliche Resultate bei den Hydrindamiden der Phe-
nylchloressigsdure erhalten5).

Der Aufbau der Polypeptide hat jedoch ein viel reicheres Mate-
rial fiir die Beleuchtung solcher Reaktionen gegeben, und ich konnte
deshalb die Aufmerksamkeit auf einen anderen theoretisch recht wich-

1) Leuchs und Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 3306 [1904].
(S. 384.)

2) Ann. d. Chem. 340, 124 [1905]. (S. 464.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 2375 [1905]. (S. §27.)

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 2702, 3470 [1904], und Journ. f. prakt.
Chem. [2] 71, 305 [1905].

5) Journ. chem. Soc. 79, 445 [1901].
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tigen Punkt lenken, d. h. auf das Mengenverhiltnis, in welchem die
beiden moglichen Isomeren praktisch enstehen. Da hidufig nur eine
einzige Form isoliert werden konnte, so mufl man annehmen, daf3 sie
unter der Bedingung der Synthese die begiinstigte ist und darum,
wenn auch nicht ausschlieBlich, so doch in iiberwiegender Menge ent-
steht. Theoretisch 1a8t sich das durch folgende Betrachtung erklarenl).
Wenn inaktives Chlorid und inaktive Aminosiure in Losung zusam-
mentreffen, so spielt sich der Vorgang der Vereinigung zwischen den
vier aktiven Molekiilen 4 und / einerseits und 4* und /! andererseits
ab. Bekanntlich iibt aber die sterische Isomerie einen keineswegs unter-
geordneten EinfluB auf die Geschwindigkeit der Reaktion aus. Am
deutlichsten zeigt sich das bei der Wirkung der Fermente, wie ich an
zahlreichen Beispielen nachweisen konnte2). Aber auch bei einfache-
ren Molekiilen zeigt sich der gleiche Unterschied, wenn auch in viel
schwicherem Mafle, wie von Marckwald und Mc Kenzie3) nach-
gewiesen wurde. Man kann sich deshalb auch vorstellen, da3 die Reak-
tionen zwischen beiden Paaren von Molekiilen mit ungleicher Geschwin-
digkeit verlaufen, und daB deshalb von den beiden Racemkorpern
[dd*, 1] und [4I', ld'] das eine Paar leichter und deshalb in groBerer
Menge als das andere entsteht. Dieser Schluf ist durch die Erfahrung
bei der Synthese der Polypeptide vielfach bestdtigt worden, denn wo
die beiden Isomeren beobachtet wurden, da war in der Regel ihr Mengen-
verhaltnis recht ungleich. In dem Fall, wo nur ein Produkt isoliert wer-
den konnte, ist die Entscheidung iiber seine Einheitlichkeit viel schwie-
riger, da die Isomeren auch so dhnlich sein kénnen, daB sie hartnéickig
Mischkristalle bilden. Ich verweise in der Beziehung auf das Bromiso-
capronyl-phenylalanin4) und das Bromisocapronyl-isoserin5), die beide
durch die Umwandlung in je zwei Dipeptide als Gemische erkannt
wurden.

Eine besondere Besprechung erfordert noch der Aufbau der op-
tisch-aktiven Polypeptide. Sind beide Komponenten einheitlich aktive
Stoffe, so kann natiirlich nur ein Produkt resultieren; z. B. das Ala-
nyl-alanin aus d-Alanylchlorid und 4-Alaninester muB ein einheitliches
optisch-aktives Dipeptid sein, das bei der Hydrolyse nur d-Alanin
liefern kann. Anders liegen die Verhéltnisse, wenn der eine der Kom-
ponenten aktiv und der andere racemisch ist. Dann ist die Entstehung

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 2487 [1904]. (S. 338.)

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 60 [1898].

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2130 [1899].

4) Leuchs und Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 3306 [1904].
(S. 384.)

5) Ann. d. Chem. 340, 172 [1905]. (S. 501f.)
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von zwei optisch-aktiven Substanzen zu erwarten, die aber keine op-
tischen Antipoden sind. Dahin geh6ren die zahlreichen Kombinationen
des aktiven Tyrosins, Asparagins und der Asparaginsdure mit Alanyl,
Leucyl, Phenylglycyl. Da die Isomeren hier keine optischen Antipoden
sind, so ist die Moglichkeit vorhanden, sie durch bloBe Kristallisation
zu trennen. Das gelang in der Tat bei dem Bromisocapronyl-asparagin
und fiihrte dann zur Gewinnung der beiden einheitlichen Ieucyl-as-
paragine. In den meisten Fillen ist aber bisher diese Trennung nicht
durchgefiihrt und scheint auch nicht ganz leicht zu sein, weil die Iso-
meren wegen ihrer groBen Ahnlichkeit offenbar Mischkristalle bilden,
auf die man den von mirl) zuerst gebrauchten Ausdruck ,,partielle
Racemie‘ anwenden kann, und die iiberall dort anzunehmen sind, wo
ein Racemkorper in Kombination mit dem aktiven Rest durch Kri-
stallisation nicht in die beiden isomeren Formen getrennt werden kann2).

Einen eigenartigen Fall, der eine besondere Betrachtung erfordert,
bieten die Derivate des Cystins. Diese Aminosdure gleicht, wie ein
Blick auf die Strukturformel zeigt

COOH.CH(NH,).CH,.S.S.CH,.CH(NH,). COOH
* *

in stereochemischer Beziehung der aktiven Weinsdure, denn sie be-
steht aus zwei gleichen Hélften mit je einem, durch Sternchen mar-
kierten, asymmetrischen Kohlenstoffatom, und es ist deshalb gleich-
giiltig, an welcher Aminogruppe Substitution eintritt. ,,Kombiniert
man nun Cystin mit zwei Molekiilen eines racemischen Sadurechlorids,
wie &-Brompropionylchlorid, so koénnen drei isomere, optisch-aktive
Produkte entstehen. Werden die beiden Stereoisomeren des Saure-
chlorides mit 4 und [ bezeichnet, so hat man fiir das Dibrompropi-
onyl-cystin die drei Formen dd-, /-, di-Dibrompropionyl-cystin. In
welchem Mengenverhéltnis diese drei Produkte gebildet werden, 1aBt
sich theoretisch nicht voraussagen; soviel kann man aber nach den
bisherigen Erfahrungen sagen, daB} die beiden Kombinationen 44 und
il wahrscheinlich anndhernd in gleicher Quantitdt resultieren werden,
wihrend die Kombination d/ unabhingig von den anderen ist und des-
halb auch das einzige Produkt der Reaktion sein kann3).“

Von den drei bisher bekannten Polypeptiden des Cystins ist nun
das Dialanyl-Derivat am schonsten und deshalb am genauesten unter-
sucht. Das Dibrompropionyl-cystin, aus dem es gewonnen wird, ent-

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 2%, 3225 [1894].
2) Vgl. Ladenburg, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 31, 524 und 937 [1898].

3) Fischer und Suzuki, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 4576 [1904].
(S. 396.)



46 Einleitung.

steht in einer Ausbeute von 719, und macht duBerlich den Eindruck
einer einheitlichen Substanz. Sollte die weitere Untersuchung seine
Homogenitdt bestitigen, so konnte man aus der Ausbeute und den
vorangegangenen Betrachtungen den SchluB ziehen, daB es die d/-Ver-
bindung sein muB.

Fiir die Bezeichnung der optisch-aktiven Polypeptide werde ich
die schon eingebiirgerten sterischen Namen der aktiven Aminosduren
benutzen. Als Beispiele wihle ich die beiden Leucylderivate des As-
paragins; sie erhalten die Namen I-Leucyl-l-asparagin und d-Leucyl-
[-asparagin. Nur das erste ist ein Derivat der in der Natur vorkommen-
den beiden Aminosiuren, des /-Leucins und /-Asparagins. Ebenso ein-
fach und unzweideutig lassen sich die Racemformen der Polypeptide,
die nur ein asymmetrisches Kohlenstoffatom enthalten, bezeichnen;
z. B. sind -

dl-Leucyl-glycin, Glycyl-dl-leucin

die beiden isomeren inaktiven Dipeptide.

Komplizierter wird diese Art der Bezeichnung bei Racemformen
mit mehreren asymmetrischen Kohlenstoffatomen. Als Beispiel wihle
ich das Alanyl-leucin. Von ihm haben wir folgende vier optisch-aktive
Formen zu unterscheiden, die zwei durch die Klammern angedeuteten
Antipodenpaare bilden

d-Alanyl-d-leucin }

I-Alanyl-l-leucin

d-Alanyl-l leucin }

I-Alanyl-d-leucin
Will man daraus abgekiirzte Namen fiir die Racemformen ableiten, so
ergeben sich die Ausdriicke 4i-Alanyl-dl-leucin, dl-Alanyl-ld-leucin.

Diese Nomenklatur ist selbstverstandlich erst dann anwendbar,
wenn die Konfiguration der Polypeptide festgestellt ist. So lange das
nicht zutrifft, ist es richtiger, die Unterscheidung der Isomeren durch
die nichtssagenden Buchstaben A und B, die dem Namen angehingt
werden, zu bewirken.

Als Regel habe ich den Buchstaben A den schwerer 18slichen Stoffen
beigelegt. Die Feststellung der Konfiguration von solchen Racemformen
kann selbstverstindlich am sichersten durch die Synthese der optisch-
aktiven Formen und ihre Vereinigung zu Racemverbindungen ge-
schehen, aber das Verfahren ist recht mithsam und wurde deshalb noch
niemals angewandt.

Ein bequemerer Weg ist die Hydrolyse des Polypeptids durch
Pankreassaft, die asymmetrisch stattfindet und nach allen bisherigen
Beobachtungen nur die in den natiirlichen Proteinen vorkommenden
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aktiven Aminosduren liefert. Da von den beiden obenerwdhnten
Alanyl-leucinen nur die Verbindung A hydrolysiert wird, so kann man
mit einiger Wahrscheinlichkeit schlieBen, daf3 sie mit der obigen Form II
identisch ist, weil in ihr die aus den beiden natiirlichen Aminosduren
bestehende Kombination d-Alanyl-l-leucin enthalten ist?).

Konfiguration der 2,5-Diketopiperazine.

Die Stereochemie dieser ringformigen Gebilde ist im wesentlichen
die gleiche wie diejenige der offenen Ketten, d. h. die Zahl der opti-
schen Isomeren berechnet sich auch hier nach der Zahl der asymmetri-
schen Kohlenstoffatome, die aber bei den Derivaten der gewohnlichen
Aminosduren nur 2 betragen kann. Das Anhydrid des obenerwdhnten
Alanyl-leucins wird also in 4 optisch-aktiven und 2 Racemformen
existieren, die man sich aus den 4 aktiven Dipeptiden durch Ringschlufl
entstanden denken kann.

Bekannt ist davon nur eine racemische Form, die aus dem ILeu-
cyl-alanin durch Schmelzen entsteht?2). Ob dieses Prédparat ganz ein-
heitlich war, erscheint mir allerdings nach den neueren Erfahrungen
etwas zweifelhaft, da in anderen Fallen bei der hohen Schmelztem-
peratur sterische Umlagerungen beobachtet wurden.

FEtwas anders liegen die Verhiltnisse bei den Diketopiperazinen,
die aus zwei Molekiilen derselben Aminosdure gebildet sind, also zwei
gleiche Substituenten enthalten. Fiir sie sieht die Theorie nur 4 Formen
voraus: ndmlich 2 optisch-aktive Antipoden nebst dem entsprechenden
Racemkorper und eine inaktive, nicht spaltbare Mesoform, in welcher
die Substituenten frans-Stellung haben. Die bisherigen Beobachtungen
stehen mit dieser SchluBfolgerung ganz in Finklang.

Aus dem d-Alanyl-d-alanin wurde mit dem Umweg iiber den Ester
das stark aktive d-Alaninanhydrid gewonnen, das die beiden Methyle
in css-Stellung enthalten mufB33). Dieselbe Verbindung, nur etwas weni-
ger rein, entsteht aus dem Athyl- oder besser Methyl-Ester des d-Ala-
nins durch langeres Erhitzen auf 100°. Bei der umgekehrten Aufspal-
tung des d-Alaninanhydrids zum aktiven Dipeptid durch verdiinntes
Alkali bei gewohnlicher Temperatur wird aber fast die Hélfte race-
misiert.

Noch vor der Auffindung des aktiven Alaninanhydrids ist bei
einem komplizierteren Diketopiperazin, dem aus Asparaginsiure-ithyl-

1) Fischer und Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 54 [1905].
(8. 597.)

2) Fischer und Warburg, Ann. d. Chem. 340, 163 [1905]. (S. 494.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 453 [1906]. (S. 551.)
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ester durch Warme entstehenden 2,5-Diketopiperazin-3,6-diessigsaure-
didthylester optische Aktivitdt beobachtet wordenl).

Finen dritten Fall dieser Art bietet das aktive Glycin-d-alanin-
anhydrid, das einerseits von Abderhalden und mir aus Seide2) er-
halten wurde und andererseits nach Versuchen von Hrn. Arnold
Schulze aus Glycyl-d-alanin entsteht.

Eigenschaften der Polypeptide.

Ein Vergleich der bisher gewonnenen Korper in bezug auf physi-
kalische Eigenschaften ergibt manche Ahnlichkeit, aber auch viele
Unterschiede, deren Beachtung fiir die weitere experimentelle Behand-
lung der Klasse niitzlich sein kann.

In Wasser sind die meisten Glieder der Gruppe leicht 16slich. Um
so mehr Beachtung verdienen die Ausnahmen; dahin gehéren von den
Dipeptiden: di-Leucyl-glycin, Leucyl-alanin und Leucyl-leucin, ferner
Phenylalanyl-glycin, Phenylalanyl-phenylalanin und die beiden Leucyl-
phenylalanine, von Tripeptiden: Leucyl-alanyl-alanin A, Phenylalanyl-
glycyl-glycin und Teucyl-glycyl-phenylalanin; von Tertapeptiden:
Dileucyl-glycyl-glycin und endlich das Penta- und Hexapeptid des
Glykocolls, die im Gegensatz zu den anderen Glycylderivaten selbst in
heiBem Wasser sehr schwer 16slich sind.

Hervorzuheben ist die Beobachtung, daBl die Polypeptide von
manchen schwer 16slichen Aminosduren in Wasser spielend leicht 16s-
lich sind, wie das Glycyl- und Leucyl-tyrosin, daB ferner die gemisch-
ten Polypeptide in der Regel leichter 13slich sind, als die aus gleich-
artigen Aminosduren zusammengesetzten Formen 3).

Von absolutem Alkohol werden die meisten kiinstlichen Poly-
peptide fast gar nicht aufgenommen. Eine Ausnahme bildet das Leu-
cyl-prolin, das in Alkohol und sogar in Essigester ziemlich leicht 16s-
lich ist. '

Die in Wasser schwer 16slichen Polypeptide werden sowohl von
Mineralsduren, wie von Alkalien leicht aufgenommen, weil sie damit
Salze bilden. Viel geringer ist die Loslichkeit in Essigsiure. Ein gutes
Losungsmittel ist in vielen Féllen auch Alkohol unter Zusatz von wenig
wisserigem Ammoniak; beim Wegkochen des letzteren fallt dann in der
Regel das Polypeptid aus.

1) Fischer und Konigs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 4601 [1904].
(S. 419,

2) Berichte d. d. chem, Gesellsch. 39, 752 [1906]. (S. 624.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 473 [1906]. (S. 570.)
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Einzelne Polypeptide, wie das Leucyl-diglycyl-glycin, sind im
amorphen Zustand in Alkohol 16slich, werden aber, zumal in der Warme,
in den unléslichen kristallinischen Zustand iibergefiihrt.

Die meisten Polypeptide schmelzen erst iiber 2000 unter gleich-
zeitiger Zersetzung (Gasentwickelung und meistens auch Dunkelfir-
bung). Bei einigen, besonders den reinen Glycinderivaten, erfolgt die
Zersetzung ohne Schmelzung. Einen besonders niedrigen Schmp.,
116—1199, hat das Leucyl-prolin, das auch in manchen anderen Eigen-
schaften eine Sonderstellung einnimmt.

Beim Schmelzen gehen die meisten Dipeptide teilweise oder voll-
stindig in die zugehorigen Diketopiperazine iiber. Bei den {ibrigen
Polypeptiden ist die Verdnderung in der Hitze noch wenig untersucht.

Im Gegensatz zu den &-Aminosduren schmecken die Polypeptide
nicht sii}, sondern schwach bitter oder schwach fade; ziemlich stark
bitter ist das Leucyl-prolin. Bei isomeren Polypeptiden zeigt sich
manchmal eine sehr deutliche Geschmacksdifferenz; so ist das Leucyl-
alanin geschmacklos, wahrend die beiden isomeren Alanyl-leucine
bitter schmecken. Am Geschmack kann man deshalb in vielen Fillen
die Anwesenheit der siifen &-Aminosduren neben den Polypeptiden
erkennen. Es verdient bemerkt zu werden, daBl auch die natiirlichen
Peptone einen bitteren Geschmack haben.

Im Gegensatz zu den Aminosduren haben die aktiven Polypeptide
in der Regel ein recht starkes Drehungsvermodgen. Ich verweise in dieser
Beziehung auf die aktiven Alanyl-glycine, das d-Alanyl-d-alanin und
die beiden Leucyl-asparagine. Indessen ist das Drehungsvermdgen auch
hier, wie in anderen Gruppen aktiver Substanzen, auBerordentlich
wechselnd. Multirotation wurde bisher nicht beobachtet; ich werde
aber, namentlich bei den komplizierteren Substanzen, darauf noch
sorgfdltig achten, weil ihr Auftreten ein Merkzeichen fiir die Existenz
von leicht verdnderlichen Isomeren sein wiirde.

Gegen Posphorwolframsdure verhalten sich die einfachen Dipeptide
ungefidhr so wie die &-Aminosduren. Mit der Lénge der Kette wichst
aber die Fillbarkeit. Schon manche Tripeptide, wie Leucyl-glycyl-
glycin werden in nicht zu verdiinnter, schwefelsaurer Losung durch
Phosphorwolframsdure sofort gefillt, und derselben FErscheinung be-
gegnet man bei fast allen Tetrapeptiden; die Niederschlige 16sen sich
meistens im UberschuB des Fallungsmittels. Daf3 die Derivate der Diamino-
sauren diese Fillung besonders leicht erleiden, kann nicht {iberraschen.

Alle gewohnlichen Polypeptide farben sich beim Kochen der wasse-
rigen Losung mit gefalltem Kupferoxyd sofort blau, oder zuweilen auch
blau-violett; sie unterscheiden sich dadurch von den zyklischen Diketo-
piperazinen, die beim kurzen Kochen diese Farbung nicht geben.

Fischer, Untersuchungen. 4
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Eine Ausnahme bildet auch hier das Leucyl-prolin, das wohl in-
folge seiner eigenartigen Struktur selbst beim langeren Kochen kein
Kupferoxyd aufnimmt und deshalb keine Féarbung liefert.

Die meisten Kupfersalze der Polypeptide sind in Wasser leicht
16slich und ziemlich schwierig zu kristallisieren. Einige 16sen sich auch
in Alkohol; analysiert sind bisher nur wenige. Das schonste davon ist
das Kupfersalz des Leucyl-glycins, das die etwas ungewohnliche Formell)

(CsH;503N5Cu),0 4+ Hy,O

hat. Einfacher zusammengesetzt ist das Salz des Phenylglycyl-glycins,
C10H;903N,Cu, in welchem zwei Wasserstoffatome des Dipeptids durch
das Metall ersetzt sind 2).

Interessanter als die reinen Kupfersalze sind die Alkali-Kupfer-
Verbindungen, die bei der sogenannten Biuretprobe in Betracht
kommen. Diese Probe, die bekanntlich als charakteristisch fiir die
natiirlichen Peptone angesehen wird, fillt bei einer ganzen Reihe von
Polypeptiden positiv aus.

Fiir die reinen Glycinderivate tritt sie zuerst bei dem Tetrapeptid
ein; dagegen habe ich sie schon bei den meisten Tripeptiden anderer
Zusammensetzung, wenn auch manchmal ziemlich schwach, gefunden.
In der Regel wird sie aber mit der Verlingerung der Kette erheblich
starker. Bemerkenswert ist, daB die Farbung auch bei der Vereste-
rung des Carboxyls intensiver wird, wie der Vergleich zwischen Tri-
glycyl-glycin und seinem Athylester, der sogenannten Biuretbase von
Curtius, zeigt. Dieselbe Wirkung hat die Amidierung des Carboxyls3).

Fiir die praktische Anstellung der Probe bleibt zu beachten, daB
man zu der ziemlich stark alkalischen Iosung des Polypeptids das
Kupfersalz in relativ kleiner Menge zufiigen muB, weil der Uberschu3
von Kupfer in manchen Fillen die urspriingliche violette Farbung
in blau umschlagen 148t. Von Dipeptiden hat bisher nur das Derivat
der Diaminopropionsdure die Reaktion gezeigt, aber ich muf3 dazu be-
merken, daBl die Einheitlichkeit und vollige Reinheit dieses Priparats
nicht gewihrleistet ist.

Derivate und Spaltungen der Polypeptide.

Bei den Polypeptiden spielen die Aminogruppen und das Carboxyl
die gleiche Rolle wie bei den Aminosiuren. DaB letzteres in die Siure-
chloridgruppe verwandelt werden kann, und daB in die Aminogruppe

1) Ann. d. Chem. 340, 145. (S. 480.)
2) Ann. d. Chem. 340, 193 [1905]. (S. 517.)
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 1105 [1902]. (S. 301.)
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sich leicht ein halogenhaltiges Sdureradikal einfiithren 14Bt, ist schon
bei der Besprechung der synthetischen Methoden angefiihrt. Aber auch
andere Acyle konnen ebenso leicht hier angekuppelt werden, indem
man die alkalische Losung des Polypeptids mit dem betreffenden Siure-
chlorid schiittelt. AuBer einigen Benzoylderivaten wurden so ins-
besondere auch Verbindungen der f-Naphtalinsulfosdure dargestelltl),
die meist in Wasser ziemlich schwer 16slich sind und sich dann zur Ab-
scheidung oder auch zur Erkennung des betreffenden Polypeptids
eignen. Ebenso leicht 18t sich die Carbédthoxylgruppe mit Hilfe von
Chlorkohlensdureester 2) einfiihren.

Erwahnenswert ist endlich die leichte Bildung der Phenylisocyanat-
Verbindungen, die aber hier nicht so wichtig sind, wie fiir die Abschei-
dung und Erkennung der Aminosiuren, weil sie keine besonders schéne
Eigenschaften haben und auch nicht in die besser kristallisierenden
Phenylhydantoine iibergefiihrt werden konnen.

Ungleich wichtiger sowohl fiir die Erkennung und Trennung, als
auch fiir den hoheren Aufbau der Polypeptide sind ihre Ester. Sie
entstehen ebenso leicht wie die Derivate der Aminosduren durch Ein-
wirkung von alkoholischer Salzsiure. Vermeidet man dabei lingeres
Erwirmen, so ist die Gefahr einer Hydrolyse des Polypeptids gering.
In einzelnen Fillen, wo die Polypeptide selbst nicht kristallisieren,
habe ich ihre Ester oder deren Salze fiir die Analyse benutzt.

Besonders hiufig haben die Ester fiir weitere Synthesen, oder fiir
die Gewinnung anderer Derivate gedient. Ich will deshalb kurz die
Verdnderungen zusammenstellen, die bisher bei ihnen beobachtet
wurden.

Durch kalte, verdiinnte Alkalien lassen sie sich glatt verseifen,
ohne daB Hydrolyse des Polypeptids eintritt. Merkwiirdigerweise er-
folgt diese Verseifung bei der Behandlung mit heiBem Wasser durchaus
nicht glatt. Die Ester der Dipeptide gehen dabei vielmehr zum Teil
in Diketopiperazine iiber, und die Ester der hoheren Peptide erfahren
eine kompliziertere Verianderung, die noch nicht geniigend aufgekldrt
ist. Ahnliche Verhiltnisse wurden bei den Dipeptiden der Diamino-
sauren und des Isoserins beobachtet.

Durch alkoholisches Ammoniak gehen die Ester der Dipeptide
ziemlich glatt in Diketopiperazine iiber. Ist die Aminogruppe durch
ein Sdureradical, Benzoyl oder Carbidthoxyl substituiert, so bewirken
alkoholisches Ammoniak und fliissiges Ammoniak die Bildung von
Amid. Diese Umwandlung scheint unter denselben Bedingungen auch

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3786 [1902]. (S. 203.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 2875 [1901]. (S. 286.)

4*
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bei den Estern der Tripeptide einzutreten. Auf diesem Unterschied
beruht eine recht brauchbare Methode, Dipeptide von den iibrigen
Polypeptiden zu trennen.

Von den Estern der Aminosauren unterscheiden sich die Derivate
der Polypeptide durch die UnlGslichkeit in Petrolither und durch die
geringe Loslichkeit in Ather. Dagegen werden viele von ihnen durch
Chloroform in erheblicher Menge aufgenommen und diese Losung hat
meist zur Kombination mit Sdurechloriden fiir den Aufbau héherer
Peptide gedient.

Uber das Verhalten der Ester der Tri- und Tetra-Peptide beim
Erhitzen liegen zwei iltere, unvollstindige Mitteilungen von Curtius?)
und von mir 2) vor, die oben besprochen sind. In jiingster Zeit habe
ich, wie ebenfalls schon erwdhnt, den Vorgang ausfiihrlicher bei dem
Methylester des Diglycyl-glycins studiert und gefunden, daf3 dieser Ester
sich sehr leicht unter Abgabe von Methylalkohol in den Methylester
des Pentaglycyl-glycins verwandelt 3).

Von salpetriger Saure werden die Polypeptide dhnlich den Amino-
sduren in kalter, wasseriger LOsung angegriffen unter Entwickelung
von Stickstoff. Die Hoffnung, daB sich hierbei ein scharfer Unter-
schied zwischen der Amino- und den Iminogruppen zeigen wiirde, hat
sich aber nicht erfiillt. Die Versuche mit den beiden Leucyl-isoserinen
und dem Glycyl-leucin4) haben namlich ergeben, daf3 nicht allein die
Amidgruppe, sondern auch ein allerdings schwankender Teil der Imino-
gruppe als Stickstoff abgelost wird. Durch diese Beobachtung werden
die Schliisse, die man beziiglich der Bindung des Stickstoffs in den
Peptonen und Proteinen aus dem Verhalten gegen salpetrige Sadure
gezogen hat, sehr zweifelhaft.

Kaliumpermanganat wird von der Losung der gewdhnlichen Poly-
peptide in kohlensaurem Natrium in der Kalte beim kurzen Stehen
nicht reduziert. Darin liegt ein scharfer Unterschied gegeniiber den
ungesattigten Verbindungen, die hiufig bei der Synthese von Poly-
peptiden durch Finwirkung von Ammoniak auf die Halogenacyl-Ver-
bindungen als Nebenprodukte entstehen und sich gegen das Baeyer-
sche Reagens wie die gewohnlichen ungeséttigten Sduren verhalten.
Daf} bei langerer Einwirkung von Permanganaten in wisseriger Losung
auch eine Oxydation der gewthnlichen Polypeptide eintritt, ist kiirzlich
von L. Pollakb) fiir das Glycyl-glycin gezeigt worden.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 1300 [1904].

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 2501 [1904]. (S. 352.)

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 471 [1906). (S. 568.)

4) E. Fischer und F. Ko6lker, Ann. d. Chem. 340, 177 [1905]. (S. 505.)
5) Beitrdge z. chem. Physiologie u. Pathologie ¥, 16 [1905].
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In bezug auf Hydrolyse verhalten sich die kiinstlichen Polypeptide
sehr dhnlich den Peptonen oder Proteinen. b-stiindiges Kochen mit
konzentrierter Salzsiure geniigt auch hier, um vélligen Zerfall in die
Aminosduren zu bewirken. Beim Erhitzen mit 10-prozentiger Salz-
saure auf 1000 geht aber die Spaltung schon ziemlich trige vonstattenl).
Langsam erfolgt auch der Angriff der Alkalien, und bei gewdhnlicher
Temperatur ist die Wirkung von iiberschiissiger Normallauge auf die
gewohnlichen Polypeptide so gering, daB selbst nach 24 Stunden sich
kaum eine Verdnderung nachweisen 1aBt. Infolge dieser Bestdndigkeit
konnen die Polypeptide aus ihren Estern oder sogar aus den Formyl-
Verbindungen durch Behandlung mit Alkali gewonnen werden.

Am interessantesten endlich ist das Verhalten der Polypeptide
gegen die Verdauungsfermente, insbesondere gegen Pankreassaft. Durch
eine ausfiihrliche Studie von Abderhalden und mir2), die sich auf
29 Polypeptide erstreckt, ist der Nachweis gefiihrt, daB der Angriff
des Pankreassaftes teils von der Natur der Aminosiduren, teils von
ihrer Anordnung, ferner von der Linge der Kette und endlich ganz
besonders von der Konfiguration des Molekiils abhingig ist. In der
Regel werden nur die Kombinationen gespalten, welche aus den in
der Natur vorkommenden optisch-aktiven Aminosduren gebildet sind.
Mit Hilfe des Pankreassaftes ist es also moglich, die Polypeptide in
biologisch verschiedene Klassen zu scheiden.

Anders ist ihr Verhalten gegen Magensaft, fiir den bisher keine
hydrolytische Wirkung auf fiinf der kiinstlichen Polypeptide beob-
achtet wurde. Man darf aber erwarten, daBl die Fortsetzung dieser
Versuche, insbesondere bei den hoheren Polypeptiden, auch zu posi-
tiven Ergebnissen fithren und daB es so vielleicht gelingen wird, eine
schirfere Grenze zwischen der Magen- und Darm-Verdauung fest-
zustellen.

III. Proteine.

Um durch analytischen Abbau einen Einblick in die Struktur der
Proteine zu gewinnen, kann man bei ihrem komplizierten Molekiile
selbstverstdandlich sehr verschiedene Wege einschlagen. Aber von den
zahlreichen Spaltungen, die bisher zu dem Zwecke ausgefiihrt worden
sind, hat gerade so wie bei den Polysacchariden nur die Hydrolyse
umfassende und sichere Resultate gegeben. Sie fiithrt bekanntlich von
den Proteinen durch verschiedene Zwischenglieder (Albumosen, Peptone)
zu den Aminosduren, und diese werden von der iiberwiegenden Mehrzahl

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 466 [1906]. (S. 563.)
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 52 [1905]. (S. 695.)
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der Sachverstindigen als die wahren Bestandteile der Proteine be-
trachtet. Auch der Gedanke, daB die Aminosiuren in jenen kompli-
zierten Gebilden anhydridartig verkuppelt sind, diirfte den meisten
Forschern, die sich auf diesem Gebiete betitigt haben, gelaufig gewesen
sein, wenn auch damit keineswegs, wie ich spiter zeigen will, alle Mog-
lichkeiten erschopft sind.

Auf die Untersuchung der hydrolytischen Spaltprodukte sind auch
meine Untersuchungen vorzugsweise gerichtet gewesen, weil ich die
Uberzeugung habe, daB durch ihre Erforschung der Synthese am rasche-
sten der richtige Weg gewiesen wird.

Die Hydrolyse kann bekanntlich durch Siuren, Alkalien oder
Fermente bewirkt werden. Die erste Methode fithrt am raschesten
zu den Endprodukten und ist deshalb von mir in der Regel dort be-
nutzt worden, wo es sich um das Studium der Aminosduren handelte.
Alkalien wirken langsamer, und ihre Anwendung hat vor den Sduren
keinen Vorteil; bei den Fermenten endlich bleibt die Hydrolyse stets
unvollkommen. Ich werde die drei Methoden getrennt behandeln.

Bei der Mehrzahl der Proteine entsteht als Endprodukt ein ver-
wickeltes Gemisch von Aminosduren, deren Trennung eine recht schwie-
rige Aufgabe ist. Fiir einzelne Aminosduren, wie Tyrosin, Cystin und
Asparaginsiure, kannte man zwar schon lange leicht ausfiihrbare Iso-
lierungsmethoden, und fiir die Diaminosduren, Arginin, Lysin und
Histidin sind namentlich durch die Bemiihungen von A. Kossel die
Trennungsverfahren so vollstaindig geworden, daB sie zuverldssige quan-
titative Bestimmungen gestatten.

AuBerordentlich schwierig war dagegen frither die Trennung der
einfachen Aminosduren, des Glykocolls und seiner Homologen, und wer
jemals versucht hat, in der friither iiblichen Weise durch bloBe Kristalli-
sation reines Leucin herzustellen, selbst aus Gemischen, die reich daran
sind, der wird die Unvollkommenheit des Trennungsverfahrens bitter
beklagt haben.

Diese Schwierigkeit glaube ich nun groBenteils beseitigt zu haben
durch ein neues Trennungsverfahren fiir Aminosiuren, das ich die
,,Estermethode’ genannt habe, und das im wesentlichen auf der frak-
tionierten Destillation der Ester beruht. Dadurch wird eine ziemlich
weitgehende Scheidung erreicht, und die aus den Estern durch Ver-
seifung regenerierten Aminosduren kénnen dann verhdltnismaBig leicht
durch Kristallisation oder durch besondere Fallungsmethoden isoliert
werden.

Ich will zunichst eine genaue Beschreibung des Verfahrens mit
seinen verschiedenen Modifikationen geben und dann die mit seiner
Hilfe erzielten Resultate zusammenstellen.
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Hydrolyse der Proteine durch Sduren und Trennung der
Aminosauren durch die Estermethode.

Fiir die praktische Hydrolyse kommen nur Salzsdure und Schwefel-
sdure in Betracht. Ietztere hat den Vorzug, daBl sie nach beendigter
Operation durch Baryumhydroxyd vollstindig entfernt werden kann.
Da aber diese Operation immerhin ziemlich unbequem ist, so wird
man Schwefelsiaure nur da anwenden, wo einzelne Produkte, wie be-
sonders das Tyrosin und die Diamino-trioxy-dodekansdure, durch direkte
Kristallisation aus wisseriger Losung isoliert werden sollen.

Nach meinen Erfahrungen wird die Spaltung am besten durch
12—15-stiindiges Kochen des Proteins mit der 5—6-fachen Menge
25-prozentiger Schwefelsdure am RiickfluBkiithler bewerkstelligt. Die,
wenn nétig, filtrierte saure Fliissigkeit verdiinnt man dann noch mit
dem doppelten Volumen Wasser und fillt die Schwefelsdure durch
Zusatz von Baryumcarbonat oder durch eine konzentrierte Losung von
Baryumhydroxyd. SchlieBlich mufl der in Lésung gegangene Baryt
durch Schwefelsdure genau gefillt werden. Damit Verluste an Amino-
sduren ausgeschlossen werden, ist der massenhafte Niederschlag von
Baryumsulfat stark abzunutschen und mehrmals mit Wasser auszu-
kochen; dies ist besonders nétig, um das schwer 18sliche Tyrosin vollig
zu gewinnen.

Viel bequemer ist die Anwendung der Salzsiure, und man wird
sie deshalb iiberall dort bevorzugen, wo es auf die Gewinnung von
Tyrosin und dhnlichen Produkten nicht ankommt. Fiir die Ausfiithrung
der Hydrolyse wird der Proteinstoff mit der dreifachen Menge rauchender
Salzsdure (spez. Gewicht 1,19) in einem Kolben iibergossen, dann einige
Zeit unter hiufigem Umschwenken stehen gelassen, wobei die meisten
Proteine, u. a. auch die widerstandsfihigen Geriistsubstanzen, wie
Fibroin, Horn usw., schon zum groBen Teil in Ldsung gehen. Dann
erwirmt man am RiickfluBkiihler bis zum Kochen und setzt diese
Operation 5—6 Stunden fort. Dabei entweicht natiirlich ein Teil der
Salzsdure gasformig, und es bleibt schlieBlich eine Sdure von ungefihr
259, zuriick. In den meisten Fillen firbt sich die Lisung erst dunkel-
violett und dann tief dunkelbraun. Hiufig werden Huminsubstanzen
oder fettsduredhnliche Massen ausgeschieden. Man filtriert deshalb die,
wenn notig, mit etwas Tierkohle aufgekochte Fliissigkeit nach dem
Erkalten durch gehdrtetes Papier oder Asbest und wischt mit wenig
Wasser nach. Die salzsaure Losung wird entweder auf dem Wasserbade
in einer Porzellanschale oder besser unter vermindertem Druck in
einem Kolben eingedampft. Enthilt die Masse Glutaminsdure in groBerer
Menge, so empfiehlt es sich, sie direkt als Hydrochlorat abzuscheiden.
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Zu dem Zweck sittigt man die sehr stark konzentrierte Losung noch-
mals in der Kilte mit gasformiger Salzsdure und 1aBt einige Tage im
Eisschrank stehen. Um den Kristallbrei filtrieren zu konnen, ist es
ratsam, ihn mit etwa dem gleichen Volumen eiskalten Alkohols zu ver-
mischen, dann abzusaugen und mit wenig eiskaltem Alkohol nachzu-
waschen. Die salzsaure Glutaminsdure ist leicht durch Aufkochen der
wisserigen Losung mit Tierkohle und abermalige Fallung mit gasfor-
miger Salzsiure zu reinigen.

Die salzsaure Mutterlauge, oder, bei Abwesenheit von groBeren
Mengen Glutaminsdure, die urspriingliche salzsaure Losung, dient fiir
die Bereitung der Ester. Sie wird zu dem Zweck am besten unter ge-
ringem Druck moglichst stark eingedampft, dann der Riickstand mit
absolutem Alkohol iibergossen und gasférmige, trockne Salzsdure ohne
Abkiihlung, zuletzt sogar unter Erwidrmung auf dem Wasserbade bis
zur Séttigung eingeleitet. Auf 500 g Protein verwendet man 11/, 1
Alkohol. Da bei der Veresterung ziemlich viel Wasser entsteht, das
der Reaktion schddlich ist, so empfiehlt es sich, die salzsaure alko-
holische Losung unter stark vermindertem Druck (bei 15—30 mm) aus
einem Bade, dessen Temperatur nicht {iber 50° geht, stark einzudampfen,
den Riickstand wieder mit 11/, 1 absolutem Alkohol zu {ibergieBSen und
abermals mit Salzsdure zu sdttigen. Eine zweite Wiederholung der
ganzen Operation steigert noch die Ausbeute an Ester. Selbstver-
stdndlich kann man auch die Menge des Alkohols von vornherein grofler
wihlen und kommt dann mit einmaliger Wiederholung der Veresterung
aus. Eine wesentliche Zeitersparnis bedeutet dies aber nicht, weil das
Sittigen der groBen Fliissigkeitsmasse mit Salzsdure unbequem wird.

Enthidlt das Produkt gréBere Mengen von Glykocoll, so wird dieses
jetzt am bequemsten als Esterchlorhydrat abgeschieden. Man 1483t
deshalb die mit Salzsiure gesittigte, alkoholische Losung, am besten
nach Einimpfen eines Kristdllchens, 12 Stunden bei 0° stehen, wobei
es vorteilhaft ist, die Kristallisation durch Umriihren oder durch Reiben
der Glaswinde zu bef6érdern. Das salzsaure Salz wird in der Kilte ab-
gesaugt und mit eiskaltem Alkohol gewaschen. FEinmaliges Umkristalli-
sieren des Produktes aus heiSem Alkohol geniigt zur Reinigung, und
das Prdparat hat dann den Schmp. 1440 und kann durch die Analyse
leicht identifiziert werden.

Um die Abscheidung zu vervollstandigen, konzentriert man die
Mutterlauge, sdttigt wieder mit Salzsdure und 14Bt abermals nach Ein-
impfen unter hiufigem Riihren mehrere Stunden in der Kiltemischung
stehen. Es gelingt so, den allergroBten Teil des Glykocolls zu ent-
fernen, wodurch die spdtere Fraktionierung der Ester sehr erleichtert
wird. Bei kleinen Mengen von Glykocoll findet in dem komplizierten
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Gemisch keine Kristallisation statt; es 14Bt sich dann aber nach der
Fraktionierung der Ester aus den ersten Destillaten als Esterchlorhydrat
isolieren. Die vom Glykocollester-chlorhydrat abfiltrierte, salzsaure,
alkoholische Losung wird jetzt unter stark vermindertem Druck bei
einer 400 nicht iibersteigenden Temperatur aus dem Wasserbade mog-
lichst stark verdampft; der Riickstand enthilt die Hydrochlorate der
ibrigen Aminosdureester. Man kann daraus die freien Ester entweder
mit konzentriertem Alkali und Ather isolieren oder die Hydrochlorate in
alkoholischer Losung mit der berechneten Menge Natriumalkylat zer-
setzen.

Die erste Methode habe ich am haufigsten angewandt, weil dabei
schon eine Entfernung des Tyrosins und der Diaminosduren stattfindet.
Man versetzt zu dem Zweck den dicken Sirup direkt in dem Destil-
lationskolben, welcher der Bequemlichkeit halber nicht mehr als 250 g
des urspriinglichen Proteins enthalten soll, mit dem halben Volumen
Wasser und dem etwa 11/,-fachen Volumen Ather, kiihlt in einer Mi-
schung aus Eis und Kochsalz sorgfiltig ab, fiigt dann so viel starke
Natronlauge hinzu, daBl die freie Salzsdure neutralisiert ist, und endlich
einen erheblichen UberschuB8 von fein gekorntem, festem Kalium-
carbonat.

Diese Operation hat den Zweck, die schwach-basischen Ester der
Asparagin- und Glutaminsdure, welche gegen freies Alkali besonders
empfindlich sind, abzuscheiden. Nach gutem Durchschiitteln wird der
Ather abgegossen, durch neuen ersetzt und zu der wiederum sehr sorg-
faltig gekiihlten Masse in verschiedenen Portionen 33-prozentige Natron-
lauge und festes Kaliumcarbonat zugegeben. Nach jedesmaligem Zu-
satz wird kréaftig umgeschiittelt, um das Alkali in der steifen Masse
zu verteilen und den frei gewordenen Ester sofort in die &dtherische
Losung iiberzufithren. Es ist vorteilhaft, den Ather mehrmals zu er-
neuern. Die Menge des Alkalis muB3 wenigstens so groB sein, daB sie
zur Bindung sdmtlicher Salzsiure ausreicht, und Kaliumcarbonat ist
so viel zuzufiigen, daB die Salzmasse einen dicken Brei bildet, denn nur
dann werden die in Wasser duBerst leicht 16slichen Ester der einfachen
Aminosduren ausgesalzen. Ganz besonders gilt das fiir die Félle, wo
Glykocoll, Alanin und Serin zu isolieren sind. Wahrend der ganzen
Operation soll die Temperatur des alkalischen Gemisches moglichst
niedrig sein. Man erreicht das nur durch wiederholtes und kréftiges
Schiitteln in der Kiltemischung.

Die vereinigten dtherischen Ausziige, welche braun gefdrbt sind,
werden etwa 15 Minuten mit Kaliumcarbonat geschiittelt, dann abge-
gossen und einige Stunden mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet,
da die iibrigen Trockenmittel, wie Atzkali, Kalium- und Baryum-Oxyd
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oder selbst das Kaliumcarbonat, bei lingerer Einwirkung etwas Ester
zersetzen.

Beim Abdampfen des Athers gehen nur kleine Mengen von Gly-
kocoll- und Alaninester in das Destillat; will man sie nicht verlieren,
so ist es notig, dasselbe mit wenig verdiinnter Salzsiure durchzuschiit-
teln. Beim Abdampfen der salzsauren I,dsung bleiben dann die Hydro-
chlorate der Aminosduren zuriick.

Geringer ist die Gefahr, Aminosauren zu verlieren, wenn der Ather
bei gewshnlicher Temperatur unter vermindertem Druck verdampft
wird. Dabei wird auch noch die Moglichkeit, einen Teil der Ester
durch die hohere Temperatur zu zerst6ren, beseitigt. Die als dunkles
Ol hinterbleibenden Ester werden dann unter vermindertem Druck
destilliert. Ich habe diese Operation friither unter dem Druck, wie man
ihn mit der Wasserstrahlpumpe erhalt (8—15 mm), ausgefiihrt. Besser
werden aber die Resultate, wenn bei den héheren Fraktionen der Druck
unter 1 mm herabgesetzt ist. Das gelingt leicht mit Hilfe des Apparates,
den ich in Gemeinschaft mit C. Harries vor einigen Jahren beschrieben
habel). Ich will bei dieser Gelegenheit bemerken, daB3 die von anderer
Seite fiir den gleichen Zweck gemachten Vorschlige in diesem Falle
unbrauchbar sind, da es sich hier um Fliissigkeiten handelt, die erheb-
liche Mengen von Ather, Alkohol und Wasser enthalten, und da auBer-
dem geringe Mengen von Gasen entwickelt werden. Alle diese Dampfe
lassen sich nur dann rasch entfernen, wenn man fiir geniigende Abkiih-
lung, am besten durch fliissige Luft, und fiir gleichzeitige rasche Eva-
kuierung der Gefdsse sorgt.

Am bequemsten scheint es mir, die Destillation zuerst an der Strahl-
pumpe und spiter unter dem geringen Druck auszufithren. Dement-
sprechend verfdhrt man folgendermaBen:

Das durch Verdampfen bei gewohnlicher Temperatur unter dem
Druck der Strahlpumpe vom Ather moglichst befreite Gemisch der
Ester wird unter demselben Druck mit gleichzeitiger Erhitzung im
Wasserbade weiter destilliert und in etwa 3 Fraktionen (bis 600, bis 800
und bis 1000) geteilt, wobei die Temperaturangaben fiir das Bad und
nicht fiir die Dampfe gelten. Die Destillation wird jetzt unter etwa
0,5 mm Druck fortgesetzt, bis bei der Temperatur des siedenden Wassers
nichts mehr tibergeht. Man ersetzt dann das Wasserbad durch ein Ol-
bad und destilliert in 2—3 Fraktionen, bis die Temperatur des Bades
auf 1600 gestiegen ist. Ich halte es jetzt fiir vorteilhaft, die Gesamt-
menge der Ester, die bis 1000 destilliert sind, unter einem Druck von
etwa 10 mm iiber freier Flamme nochmals zu fraktionieren und dabei

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 2158 [1902].
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die Temperatur der Dampfe als MaBstab fiir die Scheidung zu benutzen.
Die Zahl der Fraktionen und die Temperaturintervalle hingen selbst-
verstindlich von der Zusammensetzung des Gemisches ab. Im all-
gemeinen wird man mit 4 Fraktionen zwischen 400 und 100° aus-
kommen. Sie enthalten auBer kleinen Mengen von Glykocollester das
Alanin, das Prolin, die x-Amino-valeriansdure, den allergroBten Teil
des Leucins und jedenfalls auch das Isoleucin. In dem Teil, der unter
0,6 mm Druck iiber 1000 siedet, sind hauptsichlich enthalten: die
Ester der Asparaginsdure und Glutaminsiure, fast die gesamte Menge
des Phenylalanins, ferner des Serins, zuweilen der Pyrrolidoncarbon-
siaure als Zersetzungsprodukt des Glutaminsdureesters und Produkte
unbekannter Zusammensetzung.

In dem Destillationsriickstand, der ein dunkles, zdhes, in der Kalte
meist glasartig erstarrendes Ol ist, finden sich neben unbekannten
Stoffen wechselnde Mengen von Diketopiperazinen, z. B. Leucinimid.

Eine nochmalige Fraktionierung der bei 0,5 mm {iber 100° siedenden
Ester hat keinen besonderen Wert. Sehr vorteilhaft ist dagegen die
Abscheidung des Phenylalaninesters durch seine leichte Loslichkeit in
Ather. Will man sie benutzen, so versetzt man das Gemisch der Ester
(Sdp. 100—130°) mit der 4—>5-fachen Menge Wasser; ist wenig Phenyl-
alanin vorhanden, so findet fast klare LOsung statt, da die Ester der
Asparagin- und Glutaminsdure und des Serins, sowie anderer Oxy-
aminosiuren in Wasser leicht 16slich sind. Ist die Menge des Phenyl-
alanins grofer, so bleibt der Ester zum Teil 6lig in der wisserigen
Losung suspendiert. Unter allen Umstdnden schiittelt man die Fliissig-
keit mit dem gleichen Volumen Ather, trennt die atherische Schicht
ab und schiittelt sie dreimal hintereinander mit dem gleichen Volumen
Wasser. Dadurch werden die Ester von Asparagin- und Glutamin-
sdure, die von dem Ather aufgenommen wurden, wieder entfernt, und
beim Verdampfen der #therischen Losung bleibt jetzt der Phenyl-
alaninester schon ziemlich rein zuriick.

Ein anderes wertvolles Trennungsverfahren beruht auf der Un-
16slichkeit des Serinesters in Petroldther. Versetzt man also die Frak-
tion, die ihn enthilt, mit einigen Prozent Wasser und dann mit dem
5—8-fachen Volumen Petroldther, so scheidet er sich als Ol ab, wahrend
Leucin, Phenylalanin und der groBte Teil des Asparagin- und Glut-
amin-Sdureesters in Losung bleiben. Man kann den ausgeschiedenen
Serinester noch mehrmals mit Petrolather durchschiitteln, um die oben-
erwdahnten Beimengungen moglichst zu entfernen, und benutzt schlie-
lich das Praparat zur Gewinnung von Serin.

Nachdem die Trennung der Ester bis zu diesem Punkte durch-
gefithrt ist, miissen sie in die Aminosduren zuriickverwandelt werden.
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Das geschieht fiir die Fraktionen, die unter 1000 sieden, durch mehr-
stiindiges Kochen mit der 5-fachen Menge Wasser am RiickfluBkiihler.
Das Ende der Verseifung erkennt man an dem Verschwinden der alka-
lischen Reaktion. Bei der Fraktion, die groe Mengen Leucin enthalt,
findet wahrend der Operation die Abscheidung der schwer 16slichen
Aminosaure statt.

Die Verseifung derjenigen Fraktion, die Glutamin- und Asparagin-
sdure enthilt, geschieht durch Baryumhydroxyd, weil beim Kochen
mit Wasser die Reaktion bei der Bildung von sauren Estern stehen
bleibt, deren Anwesenheit die Erkennung der Aminosduren erschwert.
Man versetzt also die wiasserige Losung der betreffenden Ester, die
nach der Abtrennung des Phenylalaninesters resultiert, mit einem
Uberschuf} einer ziemlich konzentrierten Losung von Baryumhydroxyd
und erhitzt 1—11/, Stunden auf dem Wasserbade. Sind gr6B8ere Mengen
von Asparaginsdure vorhanden, so fillt bei dieser Operation asparagin-
saures Baryum aus, das in der Regel zum grofen Teil aus Racemkorper
besteht. Man kann diesen Niederschlag filtrieren und daraus direkt
die Asparaginsdure in bekannter Weise isolieren. Die wiasserige Losung
wird mit Schwefelsdure genau vom Baryt befreit und am besten unter
vermindertem Druck eingedampft.

Die Verseifung des Phenylalaninesters geschieht endlich durch
ein- bis zweimaliges Abrauchen mit starker Salzsiure. Man erhilt
dabei das salzsaure Salz, das leicht durch Kristallisation aus starker
Salzsdure gereinigt werden kann.

Bei allen zuvor erwihnten Operationen ist selbstverstindlich die
leichte Verdnderlichkeit der Aminosdureester zu beriicksichtigen. Man
tut deshalb gut, die Destillation zu beschleunigen und auch die Ver-
seifung der Ester nach Beendigung ihrer Trennung méglichst bald,
spitestens aber im Laufe von 24 Stunden fiir die niedrig siedenden
Teile, auszufiihren.

Fiir die Erkennung der einzelnen Aminosiauren in diesen Frak-
tionen dienen die spiter einzeln angefithrten Methoden.

Die Abscheidung der Ester aus dem rohen Gemisch der Hydro-
chlorate durch Alkali, Kaliumcarbonat und Ather hat den Vorzug,
daB dabei das Tyrosin, dessen Ester eine Alkaliverbindung bildet und
die Derivate der Diaminosduren, die in Ather sehr schwer 16slich sind,
entfernt werden. Es hat aber andererseits den Nachteil, daB eine
wechselnde Menge der gesuchten Ester durch das Alkali zerstért und
deshalb der Extraktion durch Ather entzogen wird. Will man diesen
Verlust wieder einbringen, so ist es notig, die alkalische, mit gro8en
Mengen Kaliumcarbonat durchsetzte Masse nach Abtrennung des Athers
mit Salzsdure zu iibersittigen, dann einzudampfen, wobei man zeit-
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weise das massenhaft auskristallisierende Chlorkalium entfernt, schlieB3-
lich den Riickstand mit Alkohol auszulaugen und die Veresterung
sowie die Abscheidung der Ester durch Alkali zu wiederholen. Auch
hierbei tritt selbstverstdndlich wieder ein Verlust ein, der jetzt aber
verhiltnismaBig klein ist. Immerhin bringt diese Methode wegen der
groBen Masse von konzentrierten Salzlosungen viel ldstige Arbeit
mit sich.

In manchen Fillen, wo es auf die mdglichst vollstindige Gewinnung
der Aminosduren ankommt, scheint es mir deshalb bequemer zu sein,
die Ester aus den Hydrochloraten nicht durch Alkali, sondern durch
Natriumithylat in Freiheit zu setzen. Man 16st zu dem Zweck den
durch starkes Verdampfen von iiberschiissiger Salzsiure moglichst be-
freiten dicken Sirup, der das Gemisch der salzsauren Ester enthilt,
etwa in der H-fachen Menge absolutem Alkohol, bestimmt in einer
kleinen Quantitdt dieser Fliissigkeit den Chlorgehalt und fiigt nun,
ganz in der Kilte, eine ebenfalls gut gekiihlte, etwa 3-prozentige al-
koholische Losung von Natrium in berechneter Menge unter gutem
Riihren zu. Dabei fillt eine erhebliche Menge von Kochsalz aus, das
abgesaugt und mit kaltem, absolutem Alkohol nachgewaschen wird.
Die alkoholische Losung wird jetzt unter stark vermindertem Druck
eingedampft. Da hierbei nicht unerhebliche Mengen von Aminosdure-
ester in das Destillat gehen, so muf} dieses fiir sich nach dem Ansiuern
mit Salzsdure verdampft werden, wobei die Hydrochlorate der Amino-
sauren zuriickbleiben. Die beim Verjagen des Alkohols hinterbleibenden
Ester werden nun erst mit der Wasserstrahlpumpe und dann unter
0,5 mm Druck destilliert bis zu 160° Badtemperatur. Der nicht destil-
lierbare Riickstand ist hier viel reichlicher, weil er auch die Diamino-
sduren, das Tyrosin und noch andere komplizierte Stoffe enthalt, die
bei der anderen Methode in der alkalisch-wisserigen Fliissigkeit bleiben.
Bei diesem Verfahren vermeidet man den Verlust von Estern durch
Verseifung, aber es entstehen namentlich fiir die hochsiedenden Pro-
dukte groBere Verluste bei der Destillation, weil das Estergemisch eine
viel kompliziertere Zusammensetzung hat.

Wie leicht begreiflich, kann die Estermethode auch kombiniert
werden mit der Gewinnung des Tyrosins und der Diaminosauren. Man
bewirkt dann die Hydrolyse mit Schwefelsdure, scheidet, wie oben be-
schrieben, das Tyrosin durch Kristallisation ab, féllt aus dem Filtrat
nach dem Ansduern mit Schwefelsiure die Diaminosduren durch Phos-
phorwolframsédure, entfernt aus der abermals filtrierten Ldsung den
UberschuB3 der Phosphorwolframsdaure mit Baryt, dann den iiberschiis-
sigen Baryt mit Schwefelsiure und verarbeitet das letzte Filtrat nach
der Estermethode.
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Bei diesem komplizierten Verfahren ist aber darauf zu achten,
daB dem Tyrosin auBer Diamino-trioxy-dodekansiure auch wechselnde
Mengen der schwer 16slichen Monoaminosduren, insbesondere Leucin,
beigemischt sein konnen, ferner, daB durch Phosphorwolframsaure auch
leicht ein Teil der Monoaminosduren gefillt wird, wenn die Losung
nicht sehr verdiinnt ist, und daB endlich das Absaugen und Auswaschen
des Phosphorwolframat-Niederschlages mit besonderer Sorgfalt, am
besten unter Anwendung von Pressen, geschehen muf, weil er leicht
erhebliche Mengen von Mutterlauge in sich schlieB3t.

Aus allen diesen Griinden wird man die kombinierte Methode nur
dann anwenden, wenn der Mangel an Untersuchungsmaterial zur Spar-
samkeit zwingt. In allen anderen Fillen ist es ratsam, die Priifung
auf Tyrosin, Diamino- und Monoaminosiuren in drei getrennten Opera-
tionen vorzunehmen.

Isolierung und Erkennung der einzelnen Monoaminosduren.

Nach Ausfithrung der oben beschriebenen Trennung mit Hilfe der
Ester ist die Isolierung der einzelnen Produkte immerhin noch eine
ziemlich miithsame Aufgabe, besonders wenn es sich um eine halbwegs
quantitative Untersuchung handelt. Es scheint mir zweckmiBig, auch
diese speziellen Methoden, die natiirlich je nach dem Falle wechselnde
Modifikationen erfahren konnen, hier zusammenzustellen.

Glykocoll

Fiir seine Frkennung ist die Abscheidung als Esterchlorhydrat
bei weitem das beste Mittel. GroBere Mengen konnen so direkt aus
dem Gemisch der rohen Ester, wie oben beschrieben, kristallisiert
werden. Xleinere Mengen findet man erst nach der Fraktionierung
der Ester in dem ersten Anteil, oder auch in den Partien der Ester,
die beim Abdampfen des Athers und Alkohols mit iibergehen. Auch die
kleinen Mengen von Glykocoll, die noch dem Alanin anhaften kénnen,
wenn es aus dem Ester regeneriert ist, werden immer am besten in
Form des Esterchlorhydrats abgeschieden. Ein- bis zweimaliges Um-
kristallisieren des Salzes aus heiBem, absolutem Alkohol liefert ein
reines Priparat, das durch den Schmp. 1449 (korrigiert 145%) und die
Analyse leicht identifiziert werden kann.

Das Verfahren gestattet auch eine annihernde quantitative Be-
stimmung der Aminosdure, das um so bessere Resultate liefert, je
groBer die Menge des Glykocolls ist. Nach besonderen Kontrollver-
suchen!) gelingt es bei Anwesenheit von 209, Glykocoll im Protein

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 229 [1902]. (S. 693.)
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etwa 4/; desselben als Esterchlorhydrat aus dem Gemisch der salz-
sauren Ester abzuscheiden, und von dem Reste findet man dann noch
eine nicht unerhebliche Menge bei der spateren Fraktionierung der
freien Ester. Das Esterchlorhydrat hat die Formel CgH,;,0,NCl und
enthilt 53,89, Glykocoll.

Alle kohlenstoffreicheren Aminosduren finden sich in den Proteinen
in optisch-aktiver Form; sie werden aber bei der Hydrolyse durch
Sduren partiell racemisiert. Infolgedessen hat man es stets mit einem
Gemisch von racemischer und aktiver Form zu tun, wodurch die Iso-
lierung durch Kristallisation recht erschwert wird. Ich werde auf
diesen Punkt spiter zuriickkommen.

Alanin.

Es findet sich vorzugsweise in der Fraktion der Ester, die bei
10 mm Druck von 40—600 siedet, und kann nach der Verseifung mit
Wasser in der Regel durch fraktionierte Kristallisation rein gewonnen
werden, besonders, wenn seine Menge relativ bedeutend ist. Manchmal
enthalten die ersten Kristallisationen noch etwas Leucin oder Amino-
valeriansdure. Aus den spiteren Fraktionen pflegt aber das Alanin
ziemlich rein herauszukommen, vorausgesetzt, da das Glykocoll sorg-
faltig vorher abgeschieden war. Ist das nicht der Fall, so empfiehlt es
sich, hier nochmals zu verestern und die Abscheidung des Glykocolls
als Esterchlorhydrat zu wiederholen. Die salzsaure Mutterlauge wird
dann mit Wasser verdampft, aus dem Hydrochlorat die freie Amino-
sdure durch Kochen mit Bleioxyd in Freiheit gesetzt und durch Kri-
stallisation gereinigt. In den Mutterlaugen kann auch Prolin enthalten
sein, das die Gewinnung der letzten Anteile von Alanin erschwert. Es
ist dann am besten, die wisserige Losung ganz zur Trockne zu ver-
dampfen und den Riickstand mit der 5—10-fachen Menge absolutem
Alkohol sorgfiltig auszukochen. Selbstverstindlich kann man diese
Operation auch von vornherein vornehmen, ohne sich erst mit der
fraktionierten Kristallisation zu bemiihen. Ob die eine oder andere
Modifikation ratsam ist, hingt von den Mengenverhdltnissen der Amino-
sauren ab und muf} in jedem einzelnen Falle gepriift werden. Das Alanin
wird am besten durch die Analyse identifiziert, nachdem eine vorldufige
Kontrolle durch den Schmelzpunkt stattgefunden hat. Die rohe Amino-
sdure ist stets ein Gemisch von optisch-aktiver und racemischer Form.
Bei der optischen Priifung in salzsaurer Losung findet man deshalb in
der Regel eine geringere Drehung, als dem reinen salzsauren d-Alanin
([«12” = 410,39) 1) entspricht. Nur wenn die Menge der aktiven Amino-

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 464 [1906]. (S. 561.)
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sdure recht groB ist, wie bei der Seide, gelingt es, sie durch Kristalli-
sation aus Wasser rein abzuscheiden. Will man noch weitere Beweise
fiir das Vorliegen von Alanin haben, so empfiehlt sich die Darstellung
der Benzoylverbindung mit Bicarbonat und Benzoylchlorid und deren
Analyse. Dabei ist aber zu beachten, da der Schmelzpunkt des Pra-
parates unscharf sein kann, da es ein Gemisch von optisch-aktiver und
racemischer Form zu sein pflegt.

Prolin (Pyrrolidin-«-carbonsiure).

Es ist in Wasser sehr leicht 16slich und findet sich hauptsichlich
in der Fraktion, die Leucin und Aminovaleriansiure enthilt, ist aber
in kleiner Menge auch dem Alanin beigemengt. Man erhilt es, indem
man die wisserigen Ldsungen der Fraktionen eindampft, eventuell unter
Abfiltrieren der auskristallisierenden Partien, und dann den trocknen
Riickstand in zerkleinertem Zustand mehrmals mit der 5-fachen Menge
absolutem Alkohol sorgfiltig auskocht. Die alkoholischen Ausziige von
den verschiedenen Fraktionen werden vereinigt, zur Trockne verdampft
und der kristallinische Riickstand abermals mit der 5-fachen Menge
absolutem Alkohol gekocht. Dabei bleibt in der Regel wieder eine
kleine Menge von gewshnlichen Aminosduren zuriick. Das Eindampfen
der alkoholischen Losung und die Wiederaufnahme mit Alkohol muf
eventuell nochmals wiederholt werden. Man erhilt jetzt ein Prédparat,
das zum groBten Teil aus Prolin besteht, aber wieder ein Gemisch von
aktiver und racemischer Form ist. Um diese zu trennen, 16st man die
Masse in Wasser und kocht bis zur Sittigung etwa 1/, Stunde mit
iiberschiissigem, gefdlltem Kupferoxyd. Das tiefblaue Filtrat wird auf
dem Wasserbade verdampft und der zerkleinerte Riickstand zweimal
mit der 5-fachen Menge heilem, absolutem Alkohol sorgfiltig ausgelaugt.
Dabei bleibt der groBte Teil des racemischen Prolinkupfers ungelsst,
und aus dem heiflen Filtrat scheidet sich hdufig noch eine kleine Menge
des Salzes ab. Dieses Kupfersalz kann jetzt in der Regel durch Um-
kristallisieren aus heiBem Wasser vollig gereinigt und durch die Analyse
(Gehalt an Kristallwasser und Kupfer) identifiziert werden. Qualitativ
erkennt man schon liangst vorher das Prolin an dem charakteristischen
Geruch von Pyrrolidin, der sich beim Eindampfen des Kupfersalzes
kund gibt. In der alkoholischen Mutterlauge ist das Kupfersalz des
aktiven Prolins. Es wird nach dem Verdampfen des Alkohols in Wasser
gelost, durch Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat unter ver-
mindertem Druck verdampit. Das Prolin mul} sich jetzt in absolutem
Alkohol klar 16sen; ist das nicht der Fall, so enthilt es noch gewdhnliche
Aminosduren. Man kann das Prolin aus der alkoholischen Losung oder
durch Pyridin aus der konzentrierten, wisserigen Losung kristallinisch
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abscheiden und den Schmelzpunkt bestimmen. Bequemer aber als die
Isolierung der reinen Verbindung ist die Darstellung ihres Phenyl-
hydantoins?), das einen konstanten Schmelzpunkt (14490 korrigiert) be-
sitzt und deshalb leicht zu identifizieren ist.

Die quantitative Bestimmung des Prolins ist ziemlich roh; sie gibt
aber trotzdem vergleichbare Zahlen, wenn man das in Alkohol vollig
16sliche Produkt nach sorgfiltigem Trocknen wagt; denn der kleine
Fehler, den man infolge der Verunreinigungen nach oben macht, diirfte
ungefdhr kompensiert sein durch die Verluste, die bei der Isolierung
und Fraktionierung der Ester entstehen. Genauer ist natiirlich die
Wiagung des racemischen Prolinkupfers, aber sie hat keine Bedeutung,
da das Verhiltnis von Racemkdorper und aktiver Aminosdure wechselt
und es nur auf die Gesamtausbeute an Prolin ankommt. Diese ist
deshalb in der Regel nach dem Gewicht des in Alkohol vollig 16slichen
rohen Prédparates angegeben.

&-Amino-valeriansaure.

Sie findet sich zusammen mit dem Leucin in den Fraktionen der
Ester, die bei 60—90° sieden, und ihre Abscheidung ist so schwierig,
daB sie meist miBlingt, wenn nur kleinere Mengen vorhanden sind.
Fiir ihre Isolierung habe ich die fraktionierte Kristallisation der freien
Aminosduren und des Kupfersalzes in wechselnder Reihenfolge benutzt.
Eine Vorschrift zu geben, die fiir alle Fille paBt, ist nicht mdglich,
da die Verhaltnisse mit den Mengen zu sehr wechseln. Fiir die Identi-
fizierung kommt in erster Linie die Elementaranalyse, dann aber auch
das Drehungsvermogen in salzsaurer Losung in Betracht. Am leichtesten
ist mir die Abscheidung gelungen bei der Hydrolyse des Horns, und
ich verweise deshalb auf die betreffende Abhandlung?2). Aber selbst in
diesem Falle war es sehr schwer zu sagen, daB das Produkt absolut
rein sei. Dagegen ist dort der Beweis geliefert, daBl die Verbindung
aller Wahrscheinlichkeit nach die Struktur einer &-Amino-isovalerian-
sdure hat. Die Aminosdure hat in salzsaurer Losung ein wesentlich
stiarkeres Drehungsvermogen als das Leucin. TIhre Trennung von dem
Leucin wird besonders durch den Umstand erschwert, daB sie mit jenem
Mischkristalle bildet, und daB solche Mischkristalle auch bei den Kupfer-
salzen der beiden Aminosduren existieren3). Die Amino-valeriansiure
ist in kleinerer Menge auch in der Fraktion des Alanins enthalten, und

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 168 [1901]. (S. 647.)

2) E. Fischer und Th. D6rpinghaus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36,
469 [1902]. (S. 708.)

8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 162 [1901]. (S. 642.)

Fischer, Untersuchungen. 5
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sie geht endlich beim Auskochen des Prolins mit Alkohol in kleiner
Menge in Losung. Leichter wird die Isolierung der &-Amino-valerian-
sdure, wenn man das Gemisch mit Leucin zuvor racemisiert, wie es
sogleich beschrieben werden soll, und in diesem Falle empfiehlt es sich,
die durch Kristallisation moglichst gereinigte Aminosdure noch in das
Phenylhydantoin umzuwandeln1).

Leichter als bei den gewdhnlichen Proteinen ist nach den Beob-
achtungen von Kossel und Dakin®) die Isolierung der Amino-valerian-
sdure bei einzelnen Protaminen, wie dem Salmin, weil hier das Leucin
fehlt.

Leucin.

Es findet sich hauptsichlich in den Fraktionen der Ester, die bei
10 mm Druck von 70—900° sieden. Da die Menge des Leucins bei den
meisten Proteinen verhaltnismaBig groB ist, so gelingt es in der Regel
leicht, durch Kristallisation der aus den Estern regenerierten Amino-
sduren Prdparate in erheblicher Menge zu gewinnen, welche die Zu-
sammensetzung des Leucins haben; es handelt sich dabei immer um das
I-Leucin, das in salzsaurer Losung nach rechts dreht. Sobald man aber
die Priparate optisch untersucht, findet man, daB sie keineswegs ein-
heitlich sind. Bei den schwerldslichen Fraktionen ist hdufig das Dre-
hungsvermégen zu gering, weil relativ viel Racemkérper vorhanden ist,
und bei den leichter 16slichen wird das Drehungsvermégen haufig zu
hoch gefunden. Da die Elementar-Analyse scharfe Werte gibt, so
handelt es sich hier sehr wahrscheinlich um eine Beimengung des von
F. Ehrlich3) entdeckten und so sorgfiltig studierten d-Isoleucins,
das nach seinen interessanten Beobachtungen ein Bestandteil der
meisten Proteinstoffe zu sein scheint. Ich habe mich mit der Trennung
dieses Stoffes von dem Leucin nicht niher beschiftigt und muB3 mich
mit der Bemerkung begniigen, da8 die Praparate, die als Leucin von
mir oder meinen Mitarbeitern angefiihrt sind, vielfach ein Gemisch von
Leucin und Isoleucin sein kénnen.

Erheblich leichter wird die Gewinnung von reinem Leucin aus
Proteinen, wenn man auf die Isolierung der aktiven Substanzen ver-
zichtet und das zu trennende Gemisch der Aminosiauren zuvor voll-
stdandig racemisiert. Das geschieht in der bekannten, von E. Schulze
vorgeschlagenen Weise durch Erhitzen mit Baryt auf 160—180°. Bei

1) E. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 160 [1901] (S. 642) und 36, 470
[1902]. (S. 709.)

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 40, 565 [1903].

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 3%, 1809 [1904]; ferner Zeitschr. Ver.
Riibenzucker-Ind. 1905, 539 oder Chem. Centralblatt 1905, 1I, 156.
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groBerer Menge habe ich diese Operation im Autoklaven ausgefiihrt
und als GefiB einen Porzellanbecher benutzt, der von dem Baryt bei
der hohen Temperatur viel weniger als Glas angegriffen wird. Da das
Leucin auch bei Gegenwart von Baryt in Wasser nicht leicht 16slich
ist, so habe ich in der Regel auf 1 Teil der rohen Aminosdure 20 Teile
Wasser und 2—3 Teile kristallisiertes Barythydrat verwendet. Beim
24-stiindigen Erhitzen auf 170—1759 ist die Racemisierung sicher voll-
standig. Der Baryt wird aus der wisserigen ILosung am bequemsten
durch Einleiten von Kohlensiure entfernt; dabei ist aber zu beachten,
daBl das racemische Leucin selbst in heiBem Wasser keineswegs leicht
16slich ist. Die Ausfallung des Baryts geschieht deshalb am besten
in recht verdiinnter und heiBer Lsung. Beim Eindampfen der vom
Baryumcarbonat filtrierten Fliissigkeit kristallisiert zuerst das schwer-
16sliche, racemische Leucin, das durch die Uberfithrung in das Phenyl-
hydantoin bzw. die Benzoyl- oder die Benzolsulfosiure-Verbindung
sicher identifiziert werden kann, da alle diese Derivate bestimmte
Schmelzpunkte haben. Die dem urspriinglichen Produkt beigemengte
Amino-valeriansdure ist in der racemischen Form in Wasser viel leichter
16slich und findet sich deshalb in den Mutterlaugen. Das gleiche scheint
fiir das Isoleucin zuzutreffen.

Aus der eben geschilderten Schwierigkeit, reines Leucin (besonders
in der aktiven Form) aus dem Gemisch der Aminosiuren abzuscheiden,
ergibt sich schon, daB von einer genauen quantitativen Bestimmung
dieser Aminosidure nicht die Rede sein kann. Die Zahlen, die fiir Leucin
in den zahlreichen, aus dem hiesigen Institut publizierten Hydrolysen
von Proteinen angegeben sind, beziehen sich alle nicht auf das ganz
reine Priparat, sondern vielmehr auf ein Gemisch mit Isoleucin, dem
auch noch wechselnde Mengen von Aminovaleriansidure beigemengt
sein kénnen. Trotzdem sind die Zahlen wahrscheinlich in den meisten
Fillen nicht zu hoch, da bei der Isolierung und Fraktionierung der Ester
und auch bei der spiteren Kristallisation der Aminosduren erhebliche
Verluste unvermeidlich sind.

Phenylalanin.

Die zuvor beschriebene Abtrennung seines Esters ist so vollstandig,
daB die Reinigung keine Schwierigkeiten bietet. Es geniigt, das durch
Verseifung mit Salzsdure erhaltene Hydrochlorat einmal aus starker
Salzsdure umzukristallisieren, dann mit {iberschiissigem, wasserigem
Ammoniak zu verdampfen, aus dem Riickstand das Chlorammonium
mit wenig eiskaltem Wasser wegzulaugen und die Aminosdure aus der
heiBen, wisserigen Losung durch Alkohol zu féllen. Dieses Praparat
gibt in der Regel bei der Elementar-Analyse scharf stimmende Werte;

h*



68 Einleitung.

es ist aber gleichfalls ein Gemisch von aktiver und racemischer Form.
Eine sehr scharfe, qualitative Probe auf Phenylalanin habe ich in der
Umwandlung in Phenylacetaldehyd gefunden!). Man 16st zu dem
Zweck die Aminosdure in verdiinnter Schwefelsdure, fiigt einen Uber-
schuB von Kaliumbichromat zu und kocht, wobei der sehr charak-
teristische Geruch des Aldehyds sich bald bemerkbar macht. Die Probe
kann auch mit recht kleinen Mengen ausgefiihrt werden.

Fiir die quantitative Bestimmung des Phenylalanins wird direkt
das beim Verdampfen des Esters mit Salzsdure hinterbleibende Roh-
produkt gewogen, da bei sorgfiltiger Ausfiihrung der Ester-Trennung
keine anderen Aminosduren zugegen sind. Selbstverstdndlich haftet
der Bestimmung der Fehler an, der durch Verluste bei der Isolierung
und Fraktionierung der Ester entsteht. Will man der Sicherheit halber
noch ein Derivat des Phenylalanins von festem Schmelzpunkt dar-
stellen, so empfiehlt es sich, die Aminosdure zu racemisieren und in
die Phenylisocyanat-Verbindung bzw. deren Hydantoin umzuwandeln 2).

Asparaginsédure.

Bei der Trennung der Ester bleibt sie schlieSlich gemischt mit
Glutaminsdure und Serin, und bei der oben geschilderten Verseifung
dieser Ester mit Barythydrat scheidet sich hiufig ein Teil der Asparagin-
sdure als schwer 16sliches Baryumsalz aus. Seine Umwandlung in die
freje Sdure und deren vollige Reinigung durch Kristallisation bietet
nicht die geringsten Schwierigkeiten. Wie schon erwihnt, ist die aus
dem Baryumsalz gewonnene Sdure hauptsdchlich Racemkdrper. Um
den in Losung gebliebenen Teil der Asparaginsdure zu gewinnen, fallt
man den Baryt genau mit Schwefelsdure aus und verdampft dann die
Fliissigkeit. Ist verhdltnismiBig viel Asparaginsiure zugegen, so
scheidet sie sich langsam kristallinisch ab und kann dann durch Um-
16sen aus heilem Wasser gereinigt werden. Hiufig ist sie durch Glut-
aminsdure verunreinigt, von der man sie durch starke Salzsdure, in
der das Glutaminsdurechlorhydrat schwer 16slich ist, trennen muB.
Auch Serin kann die Isolierung der Asparaginsdure erschweren; es
ist dann vorteilhaft, die Trennung von Asparaginsidure und Serin schon
bei den Estern mit Petroliather vorzunehmen. Charakteristisch ist fiir
die Asparaginsdure einerseits das ziemlich schwer lsliche Kupfersalz
und andererseits der ausgesprochen saure Geschmack, wodurch sie sich
namentlich von der Glutaminsdure und selbstverstindlich auch von
den einfachen Aminosduren unterscheidet.

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 174 [1901]. (S. 652.)
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 173 [1901]. (S. 651.)
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Glutaminsaure.

Bei groBerer Menge ist es durchaus ratsam, sie direkt nach der
Hydrolyse des Proteins mit Salzsdure als schwer 16sliches Hydrochlorat
abzuscheiden, wie zuvor ausfiithrlich beschrieben wurde. Der Rest der
Saure findet sich nach der Trennung durch die Ester bei der Asparagin-
sdure, und es ist in den meisten Féllen angezeigt, hier die Abscheidung
durch starke Salzsiure zu wiederholen. Man 1ost zu dem Zweck das
rohe Gemisch der beiden Sduren in wenig starker Salzsdure, 148t er-
kalten, sdttigt, wenn nétig, noch mit gasformiger Salzsdure und 148t
dann in Eis oder auch in einer Kiltemischung 1—2 Stunden stehen.
Ist auch nur wenig Glutaminsidure zugegen, so fillt sie als Hydrochlorat
aus, das auf Asbest abgesogen und durch Umbkristallisieren aus sehr
starker Salzsdure gereinigt wird. Um daraus die freie Glutaminsdure
zu gewinnen, 16st man in wenig Wasser und fiigt die zur Bindung der
Salzsdure gerade ausreichende Menge von titrierter Alkalilauge zu. Die
in kaltem Wasser ziemlich schwer 16sliche Glutaminsdure scheidet sich
dann bei geniigender Konzentration kristallinisch ab. Um aus dem
Filtrat von der salzsauren Glutaminsdure die Asparaginsdure und andere
Aminosduren zu gewinnen, verdampft man dasselbe, 16st den Riick-
stand in Wasser und entfernt durch Kochen mit Bleioxyd in der be-
kannten Weise das Chlor. Die Reinigung der Glutaminsiure als Hydro-
chlorat setzt natiirlich voraus, daB3 das Phenylalanin, dessen salzsaures
Salz in {iberschiissiger Salzsiure schwer loslich ist, zuvor als Ester
sorgfdltig abgetrennt wurde. FEin bequemes Erkennungsmittel fiir
Glutaminsdure ist ihr eigenartig fader und sehr schwach saurer Ge-
schmack; der sichere Nachweis muB3 selbstverstandlich durch die Ele-
mentar-Analyse der frelen Sdure oder des Hydrochlorates gefiihrt
werden. Bei groBeren Mengen ist die quantitative Bestimmung der
Glutaminsdure verhiltnismaBig genau, da ihre Abscheidung als Hydro-
chlorat aus dem urspriinglichen Gemisch der Spaltungsprodukte gute
Resultate liefert. Dagegen ist die Gewinnung aus dem Ester in quanti-
tativer Beziehung recht unvollkommen. Erheblich besser wird {ibrigens
die Ausbeute, wenn man den bei der Destillation der Ester bleibenden
Riickstand mehrere Stunden mit Barytwasser kocht und in dem Filtrat
nach Entfernung des Baryts die Glutaminsdure als Hydrochlorat ab-
scheidet.

Serin.

Sein Ester findet sich vorzugsweise in den Fraktionen, die unter
0,5 mm Druck bei einer Temperatur des Bades von 100—1300 iiber-
gehen. Seine Abscheidung mit Petroliather aus dem Estergemisch ist
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oben erwihnt. Der rohe Ester enthilt auBer Serin auch wechselnde
Mengen Asparagin- oder Glutamin-Saureester und auBlerdem noch
Produkte unbekannter Zusammensetzung. Er wird durch 11/,-stiin-
diges FErhitzen mit {iberschiissigem, konzentriertem Barytwasser auf
dem Wasserbade verseift, dann der Baryt mit Schwefelsdure genau
ausgefallt und das Filtrat unter vermindertem Druck verdampft. Beim
Auskochen des Riickstandes mit absolutem Alkohol geht ein Teil der
Verunreinigungen in Losung, wahrend das Serin im Riickstand bleibt.
Man 16st es in wenig Wasser, filtriert eventuell von dem schwer 16s-
lichen Riickstand, behandelt mit Tierkohle und iiberliBt dann die
geklirte und eingedampfte Fliissigkeit der Kristallisationl). Das Pri-
parat wird durch den Schmelz- und Zersetzungspunkt (gegen 2459)
und die Elementar-Analyse identifiziert.

Will man noch ein Derivat darstellen, so empfiehlt es sich, die
B-Naphtalinsulfo -Verbindung 2) zu wahlen. Das so gewonnene Serin
ist optisch-inaktiv und identisch mit dem synthetischen Racemkorper.
Ich vermute aber, daB die Aminosiure in den Proteinen urspriinglich
auch in der optisch-aktiven Form enthalten ist, und daB erst bei der
Hydrolyse die Racemisierung eintritt. Vielleicht ist auch noch eine
optisch-aktive Form unter den Spaltprodukten vorhanden, aber nicht
so leicht zu kristallisieren, so daB sie sich bisher der Beobachtung hat
entziehen konnen.

Ist die Menge des Serins verhiltnismafBig klein, so konnen die bei-
gemengten anderen Aminosduren, insbesondere Asparagin- und Glutamin-
sdure, die Kristallisation verhindern. Dann wird die Abtrennung
dieser Produkte durch das Kupfersalz und das Hydrochlorat notwendig,
wie es bei der Isolierung des Serins aus dem Casein geschah. Beziig-
lich der Einzelheiten verweise ich auf die betreffende Abhandlung3).

Oxy-prolin (Oxy-Pyrrolidin-a-carbonsédure).

Thre Abscheidung ist besonders mithsam und wurde deshalb bis-
her nur in wenigen Fillen (Gelatine, Casein, Oxyhaemoglobin, Edestin)
durchgefiihrt. Sie beruht darauf, alle anderen Aminosduren teils durch
Kristallisation, teils durch die Estermethode, teils durch Fillung mit
Phosphorwolframsdure zu entfernen. Aus den letzten Mutterlaugen
kann dann das Oxy-prolin durch Kristallisation abgeschieden werden4).
Zur Identifizierung empfiehlt sich die f-Naphtalin-sulfo-Verbindung?).

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 472 und 473 [1902]. (S.712 u. 713.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3784 [1902]. (S. 201.)

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 156 [1903]. (S. 728.)

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 2660 [1902]. (S. 680.)

5) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3785 [1902]. (S. 202.)
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Tyrosin.

Seine Abscheidung nach der Hydrolyse des Proteins mit Schwefel-
sdure ist oben erwdhnt und bietet nichts neues. Ich glaube, bei dieser
Gelegenheit betonen zu miissen, daB das rohe Tyrosin recht unrein
sein kann, und daB} die Darstellung des reinen Praparates keineswegs
so leicht ist, wie man im allgemeinen annimmt.

Das o6fters beigemengte Leucin entfernt man am besten nach dem
von Habermann und Ehrenfeldl) angegebenen Verfahren durch
Auskochen mit Fisessig; dabei scheinen auch noch andere Produkte
entfernt zu werden. Aber auch dann noch ist in vielen Fillen wieder-
holtes Umlbsen aus siedendem Wasser nétig, um ein analysenreines
Priparat zu gewinnen.

Bei weitem am leichtesten gelingt die Darstellung des reinen
Tyrosins aus Seide, weil diese nur sehr kleine Mengen anderer, in Wasser
schwer loslicher Aminosduren, wie Leucin, Phenylalanin, enthilt. Es
verdient aber bemerkt zu werden, daB selbst dieses Tyrosin in optischer
Beziehung nicht ganz einheitlich ist, sondern kleine, aber wechselnde
Mengen von Racemkorper enthilt. Will man die Racemisierung des
Tyrosins, oder allgemeiner gesprochen der Aminosduren, ganz ver-
meiden, so muB die Hydrolyse des Proteins durch Fermente ausgefiihrt
werden, was aber leider bei der Seide bisher nicht moglich ist.

Diamino-trioxy-dodekansdure.

Mit diesem Namen haben Abderhalden und ich die Aminosiure
CoHpeN,05 bezeichnet, die aus dem Casein entsteht und dem rohen
Tyrosin beigemischt ist. Sie unterscheidet sich von dem Tyrosin durch
die Fallbarkeit mit Phosphorwolframsdure. Nach dem Wasserstoff-
gehalt muB sie das Derivat einer gesdttigten Fettsdure sein und die
Gruppen enthalten, die in ihrem Namen angegeben sind. Im iibrigen
ist die Aufkldrung ihrer Struktur, insbesondere die Zuriickfithrung auf
eine Fettsdure noch nicht durchgefithrt. Wir muBiten die Substanz fiir
verschieden von der Caseinsdure halten, die Skraup?) einige Monate
vor unserer Publikation beschrieben hatte, weil sie nicht allein in der
Zusammensetzung, sondern auch in den Eigenschaften von dem Skra u p-
schen Préiparate stark abwich. Inzwischen aber haben wir durch Privat-
korrespondenz mit Herrn Skraup erfahren, dafl seine Caseinsiure bei
sorgfiltiger Reinigung so groBe Ahnlichkeit mit einem von uns ge-
lieferten Priparate zeigte, daB sie wahrscheinlich identisch sind.

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 18 [1902].
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 1596 [1904].
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Wenn wir trotzdem den von uns gewihlten Namen beibehalten,
so geschieht es, weil er die Zusammensetzung der Verbindung wieder-
gibt. Wir konnen zudem bemerken, dal unsere Untersuchung ganz
unabhéngig von der Skraupschen Arbeit war, und daB auch die
Isolierungsmethode unseres Praparates mit dem Skraupschen Ver-
fahren nicht die geringste Ahnlichkeit hat.

Die Aminosdure bildet ein schwer 16sliches Kupfersalz, in welchem
zwei Wasserstoffe durch das Metall ersetzt sind. DaB man daraus
aber keineswegs auf ihre zweibasische Natur, oder mit anderen Worten
auf die Anwesenheit von zwei Carboxylen schlieBen darf, beweist das
gleiche Verhalten des Isoserins?).

Fiir die Isolierung der Aminosdure scheint mir unser Verfahren
bequemer zu sein als das von Skraup angegebene.

Cystin und Diaminosduren.

Beziiglich der Abscheidung des Cystins habe ich keine neuen
Erfahrungen sammeln kénnen. Ich verweise deshalb auf die ausfiihr-
lichen Untersuchungen von K. A. Moérner?2). Dasselbe gilt fiir die
Diaminosduren Arginin, Lysin und das Histidin, wo wir, dank den aus-
gezeichneten Untersuchungen von Drechsel, E. Schulze, Hedin
und namentlich von A. Kossel, sogar recht gute quantitative Tren-
nungsmethoden kennen.

Tryptophan,

ist durch die bekannten Farbreaktionen in den Proteinen so leicht zu
erkennen, daB es keiner neuen Proben bedarf. Ich habe mich deshalb
nicht damit beschéftigt und verweise auf die schénen Untersuchungen
von F. G. Hopkins und S. W. Cole (Journ. of Physiol. 2%, 418 und
29, 451).

In neuerer Zeit sind einige weitere Aminosduren von Skraup3)
aus dem Casein und dem Leim erhalten worden. Ferner will Wohl-
gemuth4) in dem Riickstand der Ester, der bei der Hydrolyse eines
Leberproteids entstand, noch eine Aminosiure entdeckt haben. Be-
ziiglich dieser Produkte fehlt mir jede Erfahrung, und ihre Beschreibung
ist auch nicht der Art, daB man ihre Isolierung mit Sicherheit wieder-
holen kénnte. Ich kann deshalb iiber die Tragweite und Zuverléssig-
keit dieser Beobachtungen kein bestimmtes Urteil féllen.

1) E.Fischerund H, Leuchs, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 35, 3795 [1902].
(8. 256.)

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 207 [1901].

8) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 1596 [1904]; Monatsh. f. Chem. 25,
633 [1904]; 26, 1343 [1905].

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 37, 4362 [1904].
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Ergebnisse der Estermethode.

Um den groBen Nutzen der Estermethode zu beweisen, will ich
die dadurch erzielten Resultate kurz zusammenstellen.

Neu entdeckt habe ich mit ihrer Hilfe als Spaltprodukt der Proteine
das Prolin, sowohl in der optisch-aktiven, als in der racemischen Form,
von denen die letztere kurz vorher von Willstdatter!) und dann von
mir2) synthetisch erhalten war, ferner das Oxy-prolin. Dagegen ist
ohne Benutzung der Ester die Diamino-trioxy-dodekansiure gefunden
worden.

Viel groBer aber sind die Dienste, welche die Methode fiir die
Abscheidung der bekannten Aminosduren geleistet hat. Wahrend man
in fritherer Zeit sich gewohnlich mit dem Nachweis des Tyrosins, Leu-
cins und der Asparaginsdure begniigte und das Glykocoll oder die
Glutaminsdure nur dann fand, wenn sie in relativ groBer Menge zu-
gegen waren, ist man jetzt imstande, die ganze, oben angefiithrte Reihe
der Monoaminosduren mit einem ziemlich hohen Grade von Sicherheit
aufzufinden, falls nicht gerade ihre Menge verschwindend klein ist.

Im einzelnen sei noch hervorgehoben, da Alanin und Serin, von
denen das erste frither nur einmal mit Sicherheit im Seidenfibroin und
das zweite ebenfalls nur im Seidenleim gefunden war, jetzt als Bestand-
teile aller gewohnlichen Proteine erkannt sind und sogar das Glykocoll
an Verbreitung weit {ibertreffen.

Dasselbe gilt fiir das Phenylalanin, welches von E. Schulze nur
einmal als Spaltprodukt eines pflanzlichen EiweiBstoffes isoliert wurde,
jetzt aber in allen darauf untersuchten Proteinen nachgewiesen werden
konnte; es ist sogar verbreiteter, als das #dhnlich zusammengesetzte
Tyrosin und steht diesem als aromatischer Bestandteil des Protein-
molekiils an Bedeutung mindestens gleich.

Ebenso war die Auffindung der «-Amino-valeriansiure frither so
auBerordentlich schwierig, daB sie nur durch Zufall gelingen konnte.
Durch die Estermethode ist auch diese Aufgabe wesentlich erleichtert.
Endlich hat sie fiir das Glykocoll nicht allein eine sehr scharfe Er-
kennung, sondern auch eine in quantitativer Beziehung ziemlich be-
friedigende Abscheidung ermdglicht.

Das Bild, das wir durch diese Methode beziiglich der Verbreitung
der Monoaminosduren in den Proteinen gewonnen haben, ist wesentlich
verschieden von den frither gebrduchlichen Vorstellungen, und wenn
auch die quantitativen Zahlen an Genauigkeit zu wiinschen iibrig

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 1160 [1900].
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 455 [1901]. (S. 212.)
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lassen und meist hinter der Wirklichkeit zuriickbleiben, so haben sie
doch in relativer Beziehung eine nicht zu unterschitzende Bedeutung.
Ich habe deshalb verschiedentlich daran Betrachtungen iiber den Zu-
sammenhang der natiirlichen Aminosduren untereinander oder mit den
Kohlenhydraten kniipfen kénnenl), von denen ich die wesentlichsten
Punkte hier wiederholen und vervollstindigen will.

Das regelmiBige Vorkommen des Leucins, Alanins und Serins
erklirt sich vielleicht durch die nahen Beziehungen in der Zusammen-
setzung mit den Kohlenhydraten. Das Molekiil des Leucins hat die-
selbe Kohlenstoffanzahl wie die Glucose, wihrend Alanin und Serin
die Hilfte davon enthalten, d. h. der Milchsdure bzw. der Glycerose
entsprechen. DaB} in dem Leucin die Kohlenstoffkette verzweigt ist
im Gegensatz zu der normalen Kette der Glucose, kann nicht als Ein-
wand gegen diese Betrachtung gelten, da bekanntlich, wie die Sac-
charinbildung beweist, bei den Kohlenhydraten aus der normalen
Kohlenstoffkette leicht eine anormale entsteht.

Die «-Amino-valeriansiure steht meines Erachtens zu den Pentosen
in dem gleichen Verhiltnis wie das Leucin zu den Hexosen.

Phenylalanin und Tyrosin enthalten neben dem aromatischen
Reste wiederum die aus drei Kohlenstoffatomen bestehende Gruppe.
Cystin ist gerade so wie das Serin ein Alaninderivat.

Glutaminsdure und Asparaginsdure konnten durch Oxydation aus
Aminovaleriansdure oder auch aus Leucin entstehen. DaB auch die
Diaminosduren Lysin und Arginin in diese Betrachtung verflochten
werden konnen, ist selbstverstindlich. Ich will aber hier erwadhnen,
daBl bereits Kossel?) auf den méglichen Zusammenhang dieser Basen
mit dem Leucin und den Kohlenhydraten hinwies und sie gerade des-
halb Hexonbasen nannte. Am entferntesten steht scheinbar das Gly-
kocoll, das iibrigens auch in manchen, fiir den lebenden Organismus
sehr wichtigen Proteinen entweder gar nicht oder doch nur in unter-
geordneter Menge enthalten ist.

Besonders hervorzuheben ist noch die Rolle der Oxyaminosduren,
deren einfachster Repridsentant, das Serin, eine so weite Verbreitung
hat. Nach meiner Uberzeugung wird man von dieser Klasse noch
andere Vertreter in den EiweiBkorpern auffinden; denn sie bilden
eine natiirliche Briicke zwischen den Kohlenhydraten und den einfachen
Aminosduren, wobei noch Zwischenprodukte wie das Glucosamin an-
genommen werden konnen.

1) Z. B. Fischeru. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 276 [1902].
(8. 701.)
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 175 [1898].
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Ich bin mir wohl bewuBt, daB derartige Betrachtungen der tat-
sichlichen Unterlage entbehren, halte sie aber doch nicht fiir nutzlos,
weil sie anregend auf die experimentelle Forschung wirken konnen.
Und daf die chemischen Uberginge zwischen den drei groBen Klassen
organischer Verbindungen: Kohlenhydrate, EiweiBstoffe und Fette
reizvolle Probleme der physiologischen Chemie sind, bedarf keiner
weiteren Ausfithrung. Ich will aber auch bei dieser Gelegenheit meine
Ansicht nicht verschweigen, dal solche Spekulationen leicht iiber das
Ziel hinausschieBen, und daB die Literatur der letzten Jahre warnende
Beispiele dafiir genug gebracht hat.

Die Estermethode ist teils von mir, teils von meinen Mitarbeitern,
namentlich von E. Abderhalden, auf so zahlreiche Proteine ange-
wandt worden, daB es mir lohnend erscheint, diese in folgender Tabelle
zusammenzustellen. Die Reihenfolge ist chronologisch und die bei-
gefiigten Zitate beziehen sich samtlich auf die Zeitschrift fiir physio-
logische Chemie.

Casein (33, 151, S. 633; 35, 227, S. 690 und 39,
155, S. 728; 42, 540, 8. 736).

Seidenfibroin (33, 177, 8. 654; 35, 221, 8. 686 und
39, 155, S. 730).

Seidenleim (35, 221, S. 688).

Eialbumin (33, 412, S. 667 und 46, 24, 8. 755).

Leim (Gelatine) (35, 70, S. 671 und 42, 543, 8. 739).

Hormn (36, 462, S. 703).

Oxyhimoglobin (36, 268, 8. 695 und 3%, 484, S. 740).

Edestin (37, 499, S.749; 40, 249, S. 750 und 44,
265, S. 752 und 284, S. 753).

Serumalbumin (37, 495, 8. 749).

Zein (3%, 508).

Salmin (41, 55, 8. 750).

Thymushiston (41, 278, 8. 750).

Elastin (41, 293, S.751).

Cliadin (44, 276, 8. 753).

Serumglobulin (44, 23, 8. 751).

Ovomucoid (44, 44, 8. 751).

Eiweil aus Kiefernsamen (45, 273, S. 7564).

Conglutin (45, 479, 8. 7564).

Keratin aus Pferdehaaren

und aus Ginsefedern (46, 31, S. 7565 und 46, 40, S. 756).
Bence -Jonesscher Ei-

-weiBkorper (46, 125, 8. 756).



76 Einleitung.

Hydrolyse der Proteine durch Alkalien oder Fermente.

Die Spaltung der EiweiBkorper durch Alkalien ist fast ebenso
lange bekannt, wie die saure Hydrolyse. Den ausfiihrlichsten Gebrauch
davon hat Schiitzenberger gemacht, der zur Spaltung konzentriertes
Barytwasser unter Druck bis zur Temperatur von 2000 benutzte und
dadurch sicherlich manche sekundédre Produkte erhalten hat.

Ich habe nur eine einzige Hydrolyse von Casein mit- Kalilauge
ausgefiihrt, speziell um zu beweisen, dal auch in alkalischer Ldsung
Prolin entsteht!). Die Hydrolyse geht hier langsamer vonstatten als
mit Sdure; denn beim Erhitzen von Casein mit der 5-fachen Menge
10-prozentiger Natronlauge auf 1000 war die Biuretreaktion erst nach
65 Stunden nahezu verschwunden, und es konnte dann aus der Fliissig-
keit eine nicht unbetrdchtliche Menge von Prolin isoliert werden.

Ungleich wichtiger ist die Spaltung der Proteine durch die Fer-
mente des Verdauungstraktus. FEine groBere Versuchsrejhe iiber die
Wirkung der Pankreasfermente?2) allein oder die kombinierte Wirkung
von Pepsin-Salzsdure und Pankreatin3) habe ich gemeinschaftlich mit
E. Abderhalden ausgefiihrt.

Wurde die Verdauung im ersten Fall bis ungefihr zum Verschwin-
den der Biuretreaktion getrieben, so konnten unter den Spaltprodukten
Prolin und Phenylalanin mit den jetzigen Methoden nicht nachgewiesen
werden, wahrend andere Monoaminosiuren, wie Alanin, Leucin, Glut-
aminsdure und Asparaginsiure, entstanden waren. Dagegen fand sich
ein kompliziertes abiuretes Produkt, das mit den kiinstlichen Poly-
peptiden einige Ahnlichkeit zeigte und bei der Hydrolyse durch Salz-
siure neben Alanin, Teucin, Glutamin- und Asparaginsdure auch reich-
liche Mengen von Prolin und Phenylalanin lieferte. Diese Beobach-
tungen erstrecken sich auf Casein, Edestin, Himoglobin, Serumglobulin,
Eieralbumin und Fibrin.

Bei successiver Pepsin- und Pankreatinverdauung konnten direkt
unter den Spaltprodukten auch ziemlich groBe Mengen Prolin und
Phenylalanin isoliert werden, wihrend die Quantitdt des polypeptid-
artigen Stoffes geringer war. Wir haben daraus den Schlufl gezogen,
daB aller Wahrscheinlichkeit nach das Prolin ein wirklicher Bestand-
teil des Proteinmolekiils ist, und daB ferner in Ubereinstimmung mit
den alten Ansichten von Kiithne die Fermentverdauung nicht zur
volligen Auflosung der Proteine in die Aminosduren fithrt; nur ist der
resistente Teil kein gewohnliches Pepton, wie Kiihne angenommen

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 227 [1902]. (S. 691.)

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 81 [1903]. (S.717.)
8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 40, 215 [1903]. (S. 732.)
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hat, sondern ein abiuretes Produkt, das sich durch den Gehalt an
Prolin und Phenylalanin auszeichnet.

Ob die Hydrolyse durch Sduren, Alkalien oder Fermente bewirkt
wird, ist auf das Endresultat von keinem groSen EinfluB. Die letzten
Spaltprodukte sind die Aminosduren, deren iiberwiegende Mehrzahl in
allen drei Fallen entsteht. Eine Ausnahme bildet nur, soweit wir bis
jetzt unterrichtet sind, das Tryptophan, das bei der Hydrolyse mit
Siduren, wie es scheint, zum groBen Teil zerstort wird. Ich halte es
aber wohl fiir moglich, dal man noch andere leicht zerstérbare Spalt-
produkte der Proteine finden wird, die sich zwar bei der milden Wirkung
der Fermente halten kénnen, aber durch die starken Sauren und Alkalien
zersetzt werden. Schon aus diesem Grunde scheint ein erneutes und
griindlicheres Studium der fermentativen Hydrolyse sehr wiinschenswert.

Da die Aminosauren bisher die wichtigsten, in ihrer Struktur er-
kannten, hydrolytischen Produkte der Proteine sind, so liegt die Frage,
ob sie wirkliche Bestandteile des Proteinmolekiils sind, sehr nahe und
verdient nicht allein generell, sondern fiir jedes einzelne Produkt dis-
kutiert zu werden. So viel mir aus der Literatur ersichtlich ist, neigen
die meisten Forscher, die sich mit dieser Frage beschiftigt haben, zu
der Ansicht, daB} fiir die bei der fermentativen Hydrolyse entstehenden
Aminosduren das urspriingliche Vorhandensein im Proteinmolekiil nicht
zweifelhaft sein konne. Der einzige, der meines Wissens auch diese
Ansicht verwirft und selbst bei der Spaltung durch Fermente kompli-
zierte Atomverschiebungen im Eiweifmolekiil annimmt, ist O. Low1).
Da aber seine Darlegung nur durch ganz unzutreffende Griinde gestiitzt
ist, so glaube ich mich nicht weiter damit beschéftigen zu miissen.

Auch ich habe nicht den geringsten Zweifel, dafl Tyrosin, Leucin
Alanin, Tryptophan usw., die so leicht bei der pankreatischen Spaltung
des Eiweill entstehen, seine wirklichen Bestandteile sind, und die Ge-
winnung der kiinstlichen Polypeptide, sowie ihr Verhalten gegen Pan-
kreassaft konnen als kraftige Stiitze fiir diese alte und an und fiir sich
schon sehr wahrscheinliche Ansicht gelten. Was aber fiir Tyrosin und
Leucin zutrifft, das wird man fiiglicherweise auch fiir Glykocoll und
Phenylalanin annehmen miissen, obschon sie bei der pankreatischen Ver-
dauung entweder gar nicht oder nur in kleinen Mengen gefunden werden.

Aus den Erfahrungen mit den kiinstlichen Polypeptiden, die sich
vom Glykocoll und Phenylalanin ableiten, kann man sogar den Schlufl
ziehen, daB auch manche natiirliche Di- und Tripeptide dieser Amino-
sduren aller Wahrscheinlichkeit nach gegen Pankreassaft widerstands-
fahig sein werden.

1) Chemiker-Zeitung 1905, Nr. 44, 604.
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Schérfer aber hat sich die Frage zugespitzt bei dem Prolin und
Oxy-prolin. Ich selbst habe sie gleich bei der Auffindung des ersteren
als hydrolytisches Produkt der Proteine aufgeworfen und die Moglich-
keit betont, daB der Pyrrolidinring erst sekundar durch die Wirkung
der Sdure aus einer anderen labilen Gruppe entsteht1). Ich habe auch
versucht, Arginin und Ornithin durch Kochen mit Sduren in Prolin
iberzufithren, aber ohne Erfolg. Als dann spater auch bei der Hy-
drolyse des Caseins mit Alkali Prolin gefunden war2), und als endlich
durch die Versuche von Abderhalden und mir3) die Bildung der-
selben Aminosdure bei der kombinierten Verdauung durch Pepsinsalz-
siaure und Pankreatin beobachtet worden war, schien mir ihre sekun-
didre Entstehung hochst unwahrscheinlich. In letzter Zeit ist aber
die Frage wiederum von S. P. I,. S6rensen#) aufgerollt worden, nach-
dem er die interessante Beobachtung gemacht hatte, daB die von ihm
synthetisch dargestellte x-Amino-d-oxy-valeriansiure beim Abdampfen
mit starker Salzsdure partiell in racemisches Prolin iibergeht. So lange
aber nicht die gleiche Umwandlung beim Erhitzen mit Alkalien oder
bei successiver Wirkung von Pepsinsalzsdure und Pankreatin festgestellt
und so lange auBerdem die Amino-oxy-valeriansidure nicht selbst unter
den Spaltprodukten des Eiweil gefunden ist, sind die von mir fiir die
primédre Natur des Prolins vorgebrachten Griinde nicht entkréftet.
Ich halte es aber auch fiir sehr wohl mdglich, daB Prolin und Amino-
oxy-valeriansaure beide Bestandteile des Eiweil3 sind, und daB sie ent-
weder wechselseitig oder wenigstens das erste aus dem zweiten im
Organismus entstehen. Aber selbst wenn sich herausstellen sollte, daB
Prolin und Oxy-prolin nur sekundire Produkte sind, so wiirde ihre
Auffindung unter den Zersetzungsprodukten der Proteine doch fiir die
physiologische Chemie wichtig bleiben, weil man indirekt durch sie auf
die primédren Produkte aufmerksam geworden ist, und weil auBerdem
die Moglichkeit der Entstehung von Pyrrolidin-Derivaten aus den
Proteinen im Organismus bestehen bleibt.

Peptone und Albumosen.

Bekanntlich erfolgt der hydrolytische Abbau der Proteine in ver-
schiedenen Phasen, die namentlich fiir die fermentativen Prozesse
Gegenstand ausfiihrlicher Studien von seiten der physiologischen

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 169 [1901]. (S. 648.)

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 227 [1902]. (S. 691.)

3) Fischer und Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 40, 215 [1903].
(8. 732.)

4) Trav. du Laborat. Carlsberg 6, 137 [1905].
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Chemiker gewesen sind. Aber bei aller Anerkennung, die ich den Ar-
beiten von Kiithne, Hofmeister, Neumeister u. a. gern zolle, kann
ich mich doch der Uberzeugung nicht verschlieBen, daB die von ihnen
angewandten Fillungsmethoden nicht imstande sind, bei so kompli-
zierten Gemischen, wie sie durch den Zerfall der Proteine entstehen,
reine Produkte zu liefern, und daB deshalb die verschiedenen Sorten
von Albumosen und Peptonen, mit denen die Physiologen rechnen, fiir
den Chemiker nur unentwirrbare Gemische bedeuten konnen. Das
nichste Ziel der Forschung auf diesem Gebiete mii3te dahin gerichtet
sein, aus ihnen chemisch definierbare, einheitliche Substanzen zu iso-
lieren. Aller Wahrscheinlichkeit nach wird das aber ohne die Auf-
findung neuer wirksamerer Trennungsmethoden nicht gelingen. Meine
eigenen Erfahrungen auf diesem Gebiete sind noch sehr diirftig.

Abgesehen von den obenerwihnten Versuchen iiber die Verdauung
des Caseins, bei welcher der abiurete polypeptidartige Stoff aufgefunden
wurde, habe ich mich, in Gemeinschaft mit P. Bergelll), eingehender
nur mit der stufenweisen Hydrolyse des Fibroins aus Seide beschiftigt
und dabei, wie mir scheint zum erstenmal, eine Kombination der drei
hydrolytischen Methoden, Spaltung durch Sauren, Basen und Fermente
benutzt.

Das in allen indifferenten Losungsmitteln unlésliche Fibroin 16st
sich leicht in rauchender Salzsiure, und dabei entsteht nach den Be-
obachtungen von Weyl2) zuerst das sogenannte Sericoin. Dies unter-
liegt dann der weiteren Hydrolyse und geht in ein peptonartiges Produkt
ilber. Daraus konnten wir mit Pankreatin das Tyrosin vollig aus-
scheiden. Das jetzt entstandene Produkt zeigte auch noch die Reak-
tionen der Peptone. Beim Erwidrmen mit Barytwasser verlor sich aber
bald die fiir jene charakteristische Biuretreaktion, und aus dem nun
resultierenden Prédparat gelang es uns, durch Kristallisation und nach-
trigliche Darstellung der f-Naphtalinsulfo-Verbindung eine Substanz
zu isolieren, die nach der Analyse und dem Resultat der Hydrolyse
das Derivat eines Dipeptids aus Glykocoll und Alanin sein muBte.

Da aber seine Identifizierung mit den synthetisch dargestellten
p-Naphtalinsulfo-Derivaten des Glycyl-d-alanins und des d-Alanyl-
glycins miBlang3) und auch die Darstellung groBerer Mengen des reinen
Korpers auf Schwierigkeiten stieB, so blieb die Untersuchung linger,
als ich erwartet hatte, unbeendet. In jiingster Zeit habe ich sie ge-
meinschaftlich mit E. Abderhalden wieder aufgenommen, und es ist

1) Vortrag zu Karlsbad 1902. Autoreferat in der Chemiker-Zeitung 1902,
Nr. 80. (S.621.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 21, 1407 [1888].

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 36, 2592 [1903]. (S. 5§72.)
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uns mit Hilfe einer besseren Methode zur Trennung der Dipeptide von
den hoheren Peptiden und den Aminosiuren gelungen, in reichlicher
Menge das Glycyl-d-alanin-Anhydrid abzuscheiden und dadurch die
Anwesenheit von Glycyl-d-alanin unter den Spaltprodukten des Seiden-
fibroins mit einem hohen Grade von Wahrscheinlichkeit darzutun?).

Ich hoffe, daB diese Beobachtung nicht vereinzelt bleiben, sondern
den Anfang einer rationellen Bearbeitung jener komplizierten Gemische
bilden wird.

Struktur und Systematik der Proteine.

An Betrachtungen {iber die Konstitution der Eiweikorper fehlt
es in der chemischen und physiologischen Literatur nicht. Von be-
scheidenen AuBerungen iiber die Verkettung der Aminosduren bis zu
anspruchsvollen, héchst phantastischen Strukturformeln begegnet man
allen Abstufungen. So weit ich mir ein Urteil habe bilden kdnnen,
gehen die meisten Ansichten dahin, daB in den Proteinmolekiilen die
Aminosiduren amidartig verkettet sind. Am ausfiihrlichsten ist dieser
Gedanke wohl von Hofmeister?) behandelt worden, aber er wird
gewiB nicht den Anspruch erheben wollen, sein Urheber zu sein, denn
alle synthetischen Versuche zur Verkupplung der Aminosduren, unter
anderem auch die Entdeckung des Glycyl-glycins3), die zeitlich vor
seiner Publikation liegen, basieren auf der gleichen Annahme.

In der groBen Ahnlichkeit der kiinstlichen Polypeptide mit den
Peptonen, insbesondere beziiglich des Verhaltens gegen Pankreassaft,
ferner in der Gewinnung des Glycyl-d-alanin-anhydrids aus Seide darf
man eine neue, starke Stiitze fiir jene Ansicht erblicken. DafBl man
mit dieser Art der Verkettung allein aus den bis jetzt bekannten natiir-
lichen Aminosduren schon eine recht stattliche Anzahl von Proteinen
theoretisch ableiten kann, liegt auf der Hand und ist von Hofmeister
in populdrer Form ausfiihrlich gesagt worden. Besonders mannigfaltig
wird natiirlich das Bild durch die Beteiligung der Amino-dicarbonsauren
(Asparagin- und Glutaminsdure), sowie der Diaminosduren (Lysin,
Arginin usw.).

Ich mochte aber hier darauf aufmerksam machen, daB die ein-
fache Amidbildung nicht die einzige Moglichkeit der Verkupplung im
Proteinmolekiil ist. Im Gegenteil, ich halte es sogar fiir recht wahr-
scheinlich, daB einerseits Piperazinringe dort vorkommen, deren leichte
Sprengung durch Alkali und Riickbildung aus den Dipeptiden oder

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 39, 752 [1906]. (S. 624.)
2) Vortrag auf der Naturforscher-Versammlung zu Karlsbad 1902. (S. 621.)
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 2868 [1901]. (S. 280.)
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ihren Estern ich so hdufig bei den kiinstlichen Produkten beobachtet
habe, und daB andererseits die zahlreichen Hydroxyle der Oxyamino-
sduren keineswegs indifferente Gruppen im Proteinmolekiil sind. Die
letzteren konnten durch intramolekulare Anhydridbildung in Ester-
oder Athergruppen {ibergehen, und die Mannigfaltigkeit wiirde sich noch
erhéhen, wenn man Polyoxy-aminosduren als wahrscheinliche Bestand-
teile des EiweiBes voraussetzt. Es liegt kein Grund vor, diese Betrach-
tung weiter auszuspinnen, aber es schien mir doch notig, auf die ver-
schiedenen Moglichkeiten hinzuweisen, um allzu einseitigen Anschau-
ungen, die der experimentellen Forschung hinderlich werden konmnen,
vorzubeugen.

In dem Aufbau der Proteine und ihrer verschiedenen komplizier-
ten Derivate hat die Natur, soviel wir wissen, ihre héchste chemische
Leistung erreicht, und es wiirde aller Erfahrung der organischen Chemie
und der Biologie widersprechen, wenn sie sich hier auf nur wenige
Typen beschrinkt hitte.

Wie die groBe Zahl der Aminosduren und ihr stetig wechselndes
Mengenverhaltnis schon zeigt, besteht in der Zusammensetzung der
Proteine eine ungleich groBere Mannigfaltigkeit als bei den Kohlen-
hydraten und den Fetten. Wenn dazu nun noch die verschiedenen
Moglichkeiten der Bindungsformen kommen, die ich oben angedeutet
habe, so erhalten die Proteine ein chemisches Geprige, welches den
iiberaus mannigfaltigen Zwecken ebenbiirtig ist, zu denen sie von der
Natur bei dem Aufbau und den Funktionen der Organe benutzt werden.

Was die Einteilung der Proteine betrifft, so habe ich den Aus-
filhrungen in dem vor 4 Jahren gehaltenen?), trefflichen Vortrag des
Herrn A. Kossel ,,Uber den gegenwirtigen Stand der Eiweillchemie‘
nicht viel zuzufiigen. Seine Ansicht, daB3 die chemische Systematik in
erster Linie die bei der totalen Hydrolyse entstehenden Aminosduren
nach Qualitdat und Quantitdt beriicksichtigen miisse, und da8 man erst
in viel spiterer Zeit mit den Albumosen und Peptonen werde rechnen
konnen, trifft auch jetzt noch zu. Nur ist die Zahl der Monoamino-
sduren gewachsen und das Bild von ihrer Verbreitung durch die Resul-
tate der Estermethode wesentlich anders geworden. Sieht man von
den Protaminen ab, so iibertreffen sie in den EiweiBkérpern an Masse
bei weitem die Diaminosauren, und in einzelnen Geriistsubstanzen, wie
dem Seidenfibroin, bilden gerade die einfachsten unter ihnen, Glykocoll,
Alanin, Serin und Tyrosin, die Hauptbestandteile.

Trotz des auBerordentlich groBen Interesses, welches das massen-
hafte Vorkommen der Diaminosduren in den Protaminen fiir die Bio-

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 3214 [1901].

Fischer, Untersuchungen. [
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logie hat, scheint mir deshalb Kossels Vorschlag, einen ,,Protamin-
kern in allen FEiweiBkorpern anzunehmen und ihn zum Ausgangs-
punkt fiir die chemische Systematik zu machen, doch zu weit zu gehen.
Die Moglichkeit, daB die geringen Mengen von Diaminosiuren in dem
Seidenfibroin oder einzelnen pflanzlichen Eiweiflstoffen nur Verun-
reinigungen sind, 148t sich nicht bestreiten; denn, wie Kossel selbst
ganz richtig hervorgehoben hat, darf man bei den Proteinen eine be-
sonders grofe Neigung zur Bildung von Mischkristallen und sogenannten
festen Losungen annehmen. Aber selbst wenn die Diaminosduren als
Bestandteile des Molekiils gerechnet werden, so konnen sie doch in
dem Riesenkomplex ganz anders verteilt sein, als in den Protaminen.
Jedenfalls existiert bis jetzt keine Beobachtung, die das Gegenteil auch
nur andeutet.

Die zuvor geschilderten Methoden zum Aufbau der Polypeptide
sind so mannigfaltig, daB sie die Gewinnung von zahlreichen und recht
komplizierten Kombinationen der natiirlichen Aminosduren gestatten
werden, wenn man Arbeit und Kosten nicht scheut.

Aber die wahllose Vermehrung der Formen wiirde vielleicht die
Miihe nicht lohnen. Wichtiger erscheint mir der Nutzen, den die Er-
fahrungen in der experimentellen Behandlung der synthetischen Pro-
dukte fiir die Auffindung neuer Methoden zur Abscheidung ihrer natiir-
lichen Verwandten aus den Peptonen gewihren. Die Gewinnung des
Glycin-d-alanin-anhydrids aus der Seide bietet das erste Beispiel dafiir.
Mir scheint deshalb die Hoffnung begriindet, daB es in nicht allzu ferner
Zeit gelingen wird, die wichtigsten Bestandteile der natiirlichen Peptone
und selbst der Albumosen zu isolieren und kiinstlich zu reproduzieren.
Da es sich aber bei der sehr verschiedenen Zusammensetzung der Pro-
teine um eine groBe Anzahl von Einzelindividuen handelt, so wird schon
hier die Arbeit vieler Hinde nétig sein. Ungleich schwieriger gestaltet
sich das Problem natiirlich fiir die genuinen EiweiBkoérper, denn fiir
ihre Rekonstruktion aus den ersten Produkten der Hydrolyse miissen
vollig neue Methoden geschaffen werden, und selbst wenn diese prinzipiell
gegeben sind, wird ihre Anwendung in jedem Einzelfalle hochst wahr-
scheinlich eine langwierige Arbeit sein. Man kann sich deshalb die
Frage vorlegen, ob der schliefliche Erfolg der aufgewandten Miihe ent-
sprechen wird. Das hdngt meines Erachtens ab von dem Nutzen, den
die biologische Forschung daraus ziehen kann, und dieser ist wieder
bedingt durch die Art, wie die Synthese verwirklicht wird.

Wenn es heute durch einen gliicklichen Zufall, mit Hilfe einer
brutalen Reaktion, z. B. durch Zusammenschmelzen der Aminosiuren
in Gegenwart eines wasserentziehenden Mittels, gelingen sollte, ein
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echtes Protein darzustellen, und wenn es weiter moglich wire, was
noch unwahrscheinlicher ist, das kiinstliche Produkt mit einem natiir-
lichen Korper zu identifizieren, so wiirde damit fiir die Chemie der
Eiweifstoffe wenig und fiir die Biologie so gut wie gar nichts erreicht sein.

Eine derartige Synthese mochte ich einem Reisenden vergleichen,
der im Schnellzug ein Land durcheilt und hinterher kaum etwas da-
ritber berichten kann. Ganz anders gestaltet sich die Lage, wenn die
Synthese gezwungen ist, schrittweise vorzugehen und das Molekiil Stufe
fiir Stufe aufzubauen, wie es oben fiir die Polypeptide gezeigt wurde.
Dann gleicht sie dem FuBganger, der Schritt fiir Schritt mit gespannter
Aufmerksamkeit sich den Weg sucht, der viele Wege erproben mus,
bis er den rechten gefunden hat. Der lernt auf seiner langen, mithsamen
Wanderung nicht allein die Geographie und Topographie des Landes
griindlich kennen, sondern wird auch mit der Sprache und Kultur
seiner Bewohner vertraut. Wenn er schlieBlich sein Ziel erreicht hat,
so ist er imstande, sich in jedem Winkel des ILandes zurecht zu finden,
und wenn er ein Buch dariiber schreibt, so wird dies anderen Ieuten
auch mdglich sein.

Ich mochte es deshalb geradezu als ein Gliick ansehen, daBl die
Synthese gendétigt ist, zahlreiche neue Methoden des Aufbaues, der
Erkennung und Isolierung zu schaffen, und hunderte von Zwischen-
produkten genau zu studieren, bevor sie zu den Proteinen gelangen
kann. Denn diese Methoden werden schlieBlich nicht allein dazu dienen,
alle Proteine der Natur und noch viel mehr, als sie hervorbrachte, zu
erzeugen; sie werden voraussichtlich auch geniigen fiir die Aufklarung
der zahlreichen und merkwiirdigen Umwandlungsprodukte von Pro-
teinen, die als Fermente, Toxine usw. eine so groBe Rolle spielen.

Kurzum, man darf erwarten, daB durch die tiefgehende und weit
ausgedehnte synthetische Arbeit das ganze, jetzt noch so dunkle Gebiet
chemisches Kulturland wird, aus dem die Biologie einen groBen Teil
der Hilfsmittel beziehen kann, deren sie zur Ldsung ihrer chemischen
Aufgaben bedarf.

6*
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1. Emil Fischer: Uber die Spaltung einiger racemischer Aminosiuren
in die optisch-aktiven Komponenten.

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 3%, 2451 (1899).
(Eingegangen am 14. August.)

Wihrend durch die hydrolytische Spaltung von Proteinstoffen in
der Regel optisch-aktive Aminosduren entstehen, sind die kiinstlichen
Produkte bekanntlich zunichst racemisch. Die vollstindige Synthese
der natiirlichen Verbindungen ist deshalb erst dann erreicht, wenn es
auch gelingt, den Racemkorper in die optisch-aktiven Komponenten zu
spalten. Das ist bisher nur in wenigen Féllen moglich gewesen. Am
leichtesten gelingt die Darstellung der optisch-aktiven Asparagine;
denn das synthetische Produkt zerfallt bei bloBer Kristallisation aus
Wasser, und die hemiédrisch ausgebildeten Kristalle sind groB3 genug,
um mechanisch getrennt zu werden. Indirekt ist so auch die Synthese
der beiden aktiven Asparaginsiuren ausgefithrt. Die Moglichkeit einer
gleichen Spaltung durch blo8e Kristallisation wird fiir die racemische
Glutaminsdure von Menozzi und Appianil) angedeutet. Sie be-
merken allerdings, die Menge der hemiédrisch ausgebildeten Kristalle
sei klein und deshalb die Trennung recht schwierig. Nach meinen Er-
fahrungen muB ich daran zweifeln, daB man auf diesem Wege die beiden
aktiven Glutaminsduren in irgendwie erheblichen Mengen darstellen
kann. Es wire deshalb wiinschenswert, daB die Herren Menozzi und
Appiani genauere Angaben iiber jhre Versuche machen wollten, da-
mit man ersehen kann, ob es sich hier um eine praktisch ausfiithrbare
Methode handelt.

Zahlreicher sind die Versuche, die racemischen Aminosiauren durch
partielle Vergdrung optisch-aktiv zu machen. So entstehen nachSchulze
und BoBhard?) aus dem racemischen Ieucin und der racemischen
Glutaminsdure durch die Wirkung von Penicillium glaucum die bis da-
hin unbekannten optischen Antipoden der aus den FiweiBkorpern dar-

1) Gazzetta chimica 24 (I), 378 u. 383 (1894).
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie 10, 138 (1886).
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stellbaren aktiven Sduren. Bei ihren Versuchen wurde die Vergirung
so weit gefiihrt, daB der zuriickbleibende aktive Teil im reinen Zustand
isoliert werden konnte. In dhnlicher Weise hat Engell) den optischen
Antipoden der gewGhnlichen Asparaginsdure aus dem Racemkorper ge-
wonnen. Allerdings vermit man in seiner Abhandlung die Angaben
tiber den Pilz und iiber die quantitative optische Untersuchung des
Produktes.

Die fruchtbarste Methode der Spaltung von Racemkdrpern durch
Kombination derselben mit anderen optisch-aktiven Substanzen ist bis-
her nicht mit Erfolg benutzt worden. Bei den einfachen Aminosduren
erklart sich das leicht durch die geringe Verwandtschaft zu Basen und
Sauren, welche die Kombination mit den Alkaloiden oder mit aktiven
Sduren auBerordentlich erschwert. Bei den Aminodicarbonsiduren, wie
Asparaginsiure und Glutaminsdure, sind allerdings Salze mit den ge-
wohnlich gebrauchten, optisch-aktiven Basen darstellbar, und es liegen
auch Angaben in der Literatur vor iiber Versuche, so eine Spaltung
herbeizufithren, welche indessen resultatlos geblieben sind2). Es fehlt
demnach bisher noch eine vollstindige Synthese fiir die gewOhnliche
aktive Glutaminsdure und das natiirliche Leucin.

Ja bei dem Alanin, welches allerdings bisher nur einmal als Spal-
tungsprodukt von Proteinstoffen beobachtet wurde, ist {iberhaupt noch
keine optisch-aktive Form bekannt. Auch beim Tyrosin, welches mit
zu den dltesten Aminosduren gehort, hat die Synthese nur bis zu dem
Racemkérper gefithrt, und selbst die Existenz der dem gewohnlichen
Tyrosin optisch entgegengesetzten d-Verbindung ist noch zweifelhaft,
da die partielle Vergirung des Racemkorpers nicht ausgefithrt und ein
rechtsdrehendes Tyrosin nur einmal von E. von Lippmann3) in
RiibenschoBlingen beobachtet, aber nur sehr wenig untersucht wurde.

Wegen des physiologischen Interesses, welches die obenerwdhnten
optisch-aktiven Aminosduren besitzen, schien mir ihre Bereitung aus
den synthetischen Racemkérpern auf chemischem Wege wiinschens-
wert. Das Mittel dazu hat sich gefunden in jhren Benzoylderivaten.
Dieselben sind stdrkere Sduren, als die urspriinglichen Aminoverbin-
dungen und bilden infolgedessen mit den Alkaloiden besténdige Salze.
Sie sind ferner meistens in Wasser schwerer 18slich und lassen sich in-
folgedessen leichter isolieren; durch den EinfluB des Benzoyls wird auch
das Kristallisationsvermogen der Salze erhéht. Endlich kénnen diese
Benzoylverbindungen wieder in die urspriinglichen Aminokérper zu-

1) Bull. de la société chimique 50, 152.
2) Z. B. fiir Glutaminsdure, Gazz. chim. %4 (I), 378.
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 17, 2839.
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riickverwandelt werden. Diese Umstinde zusammengenommen haben
es ermdglicht, das racemische Alanin, die Asparaginsdure und die Gluta-
minsdure in die optisch-aktiven Komponenten zu zerlegen.

Als aktive Basen haben sich wieder Strychnin und Brucin, welche
ich in der Zuckergruppe fiir diesen Zweck zuerst benutzte, besonders
bewihrt.

So wird aus dem racemischen Benzoylalanin schon durch zwei-
malige Kristallisation des Brucinsalzes aus Wasser eine aktive Form
in reinem Zustande gewonnen, welche ich /- Benzoylalanin nenne. Die
entsprechende 4-Verbindung wurde aus den Mutterlaugen durch Dar-
stellung des Strychninsalzes rein erhalten. Aus den beiden Benzoyl-
verbindungen lassen sich dann durch Spaltung mit Salzsdure die beiden
aktiven Alanine darstellen. In salzsaurer Ldsung drehen dieselben recht
erheblich, dagegen ist das Drehungsvermogen der freien Aminosduren
so schwach, daB es bei verdiinnten I6sungen leicht {ibersehen wird.
Wegen dieser Eigenschaft sind die optisch-aktiven Alanine wahrschein-
lich bisher der Beobachtung entgangen. Denn ich zweifle nicht daran,
daB man schon versucht hat, durch Pilzgirung das so leicht zuging-
liche, racemische Alanin zu spalten, was in der Tat, wie ich spiter
zeigen werde, moglich zu sein scheint. FEbenso glaube ich, daB das
Alanin, welches Weyll) aus Seide durch Kochen mit verdiinnter
Schwefelsdure gewonnen hat, trotz der scheinbaren Inaktivitt in Wirk-
lichkeit doch eine von den beiden optisch-aktiven Modifikationen ge-
wesen ist. Ich werde iibrigens diese Vermutung noch experimentell
priifen.

Die racemische Benzoylasparaginsiure 146t sich durch Brucin allein
vollstandig in die Komponenten trennen, da bei der einen Form das
neutrale Salz, bei der anderen das saure schwerer 16slich ist. Aus den
Benzoylverbindungen wurden dann die beiden aktiven Asparaginsiuren
durch Kochen mit Salzsiure im reinen Zustand gewonnen.

Bei der racemischen Benzoylglutaminsdure ist weder das saure,
noch das neutrale Brucinsalz trotz des groBen Kristallisationsvermogens
fiir die Spaltung brauchbar. Dagegen gelingt dieselbe mit dem neu-
tralen Strychninsalz. Diese Methode gibt die Benzoyl-I-glutaminsdure
und weiterhin die /-Glutaminsdure in ganz reinem Zustand. Die Benzoyl-
d-glutaminsiure lieB sich aus den Mutterlaugen fast rein isolieren, weil
sie von der gleichzeitig vorhandenen racemischen Verbindung durch
ihre viel grofere Loslichkeit in Wasser und ihre geringere Neigung zu
kristallisieren getrennt werden kann. Thre Spaltung gab dann die natiir-
liche d-Glutaminsiure, welche durch Umkristallisieren aus starker Salz-

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 21, 1530.
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siure vollig gereinigt werden kann, und deren totale Synthese dadurch
ermoglicht wird.

Fiir diese Versuche bedurfte ich groBerer Mengen der Benzoyl-
aminosauren, welche keineswegs leicht zuganglich und von denen die
Derivate der Asparagin- und Glutaminsdure nicht einmal bekannt sind.
Der Grund dafiir ist die Unvollkommenheit der bisher fiir die Benzoy-
lierung von Aminosauren benutzten Methoden. Das bekannte Schot-
ten-Baumannsche Verfahren, welches von Baum auf diese Korper-
klasse zuerst iibertragen wurde, gibt beim Glykocoll noch ganz gute
Resultate; dagegen 138t die Ausbeute beim Alanin schon zu wiinschen
iibrig, und bei der Asparaginsdure bzw. Glutaminsiure erhdlt man
durch Behandlung mit Benzoylchlorid in wisseriger Losung bei Abwesen-
heit oder Anwesenheit von Alkali, Pyridin oder dhnlichen Basen nur
ganz kleine Mengen der Benzoylkorper.

Ausgezeichnet werden dagegen die Resultate, wenn man in wésse-
riger Losung bei Gegenwart von viel Natriumbicarbonat mit einem er-
heblichen Uberschu8 von Benzoylchlorid operiert. Das Verfahren hat
sich auch bei dem Alanin, Leucin und Tyrosinl) bewdhrt. Es scheint
deshalb allgemeiner brauchbar zu sein und wird voraussichtlich auch
gute Dienste bei der Aufsuchung neuer Aminosduren leisten.

Von befreundeter Seite wurde ich nachtréglich darauf aufmerksam
gemacht, daB in dem Lehrbuch von Meyer-Jacobson (Bd. II, S. 546)
nach einer Privatmitteilung des Herrn Bamberger fiir die Benzoy-
lierung von alkaliempfindlichen Korpern die Anwendung von Natrium-
bicarbonat bereits empfohlen worden ist. Man erkennt aber leicht, daB3
es sich hier, wo die Produkte gegen Alkali bestdndig sind, um einen
ganz anderen, wie es scheint, spezifischen EinfluB des Bicarbonats
handelt.

Spaltung des racemischen Benzoylalanins.

Fiir die Bereitung des Benzoylalanins wurde zuerst das Verfahren
von Baum?2), Schiitteln einer schwach alkalischen I9sung von Alanin
mit Benzoylchlorid, angewandt. Da aber die Ausbeuten stark schwank-
ten und immer erheblich hinter der Theorie zuriickblieben (die hochste
Ausbeute an Rohprodukt betrug 70 9, der Theorie, in anderen Fillen

1) Die Derivate des Leucins und Tyrosins sind in dieser Abhandlung nicht
weiter erwihnt, sollen aber spéter gemauer beschrieben werden. Das erstere, aus
kiuflichem Leucin dargestellt, ist das Monobenzoylderivat, es kristallisiert aus einer
Mischung von Ather und Ligroin in schénen Prismen vom Schmp. 126—128°. Da-
gegen gab das aktive Tyrosin ein Dibenzoylprodukt, welches aus Eisessig in farb-
losen Nadeln vom Schmp. 210—211° kristallisiert.

2) Zeitschr. f. physiol. Chemie 9, 465.
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wurden nur 30 9, erhalten), so wurde schlieflich an Stelle des Alkalis
Natriumbicarbonat verwendet und dabei ein recht gutes Resultat erzielt.

3 g Alanin wurden in 30 ccm Wasser gelost, dann 22 g gepulvertes
Bicarbonat und in kleinen Portionen 14,5 g Benzoylchlorid (3 Mol.)
hinzugegeben und bei Zimmertemperatur tiichtig geschiittelt. Nach
ca. 1 Stunde war das Benzoylchlorid verschwunden, und als die fil-
trierte Fliissigkeit mit Salzsdure iibersdttigt wurde, schied sich ein
dicker Kristallbrei ab, welcher aus Benzoésdure und Benzoylalanin be-
stand. Derselbe wurde nach lingerem Stehen filtriert, gewaschen, ge-
trocknet und zur Entfernung der Benzoésdure wiederholt mit Ligroin
ausgekocht. Die Ausbeute an rohem Benzoylalanin betrug 6 g, wahrend
6,15 g berechnet sind. Einmaliges Umkristallisieren aus heiem Wasser
gab 4,5 g reines Préparat. Der Schmelzpunkt wurde, wie von Baum
angegeben, bei 162—163° (korr. 165—1669) gefunden.

Der Versuch 148t sich ebenso leicht in groflerem MaBstabe aus-
fiihren.

/-Benzoylalanin.

Zur Abscheidung des linksdrehenden Benzoylalanins ist, wie schon
erwihnt, das Brucinsalz besonders geeignet. Zur Darstellung desselben
werden 65 g racemisches Produkt mit 157 g kristallwasserhaltigem
Brucin in 240 ccm Wasser heil3 gelost. Aus der kalt gewordenen Fliissig-
keit scheidet sich im Iaufe von 15 Stunden bei 00 ein Brucinsalz in
harten Krusten ab, welche aus rosettenformig gruppierten, flachen
Prismen oder Tafeln bestehen. Dasselbe wurde zur Reinigung zweimal
aus je 100 ccm Wasser umbkristallisiert und jedesmal erst nach 12-stiin-
digem Stehen im Eisschrank filtriert. Die Ausbeute betrug dann noch
84 g trockenes Salz, wahrend 99 g berechnet sind, und das Produkt
bestand aus zentimeterlangen, meist zugespitzten Tafeln, welche groS-
tenteils kugel- oder rosettenformig gruppiert waren. Analysiert wurde
es nicht.

Zur Wiedergewinnung des Benzoylalanins 16st man 20 g des Salzes
in 60 ccm heiBem Wasser, fiigt 35 ccm Normalkalilauge hinzu, wo-
durch bald das Brucin ausgefallt wird, kiihlt zur moglichsten Abschei-
dung desselben auf 0° ab und filtriert auf der Pumpe. Die Mutterlauge
wird mit 35 ccm Normalsalzsiure angesduert, unter vermindertem
Druck bei 40—50° stark eingedampft und abgekiihlt. Dabei fallt das
aktive Benzoylalanin zunachst als Ol aus, welches aber bald kristalli-
nisch erstarrt. 20 g Brucinsalz lieferten 4,8 g dieses Produktes. Durch
einmaliges Umkristallisieren aus der fiinffachen Menge heiBem Wasser
erhilt man dasselbe ganz rein. Es kristallisiert aus Wasser in schonen,
glinzenden Platten, welche hiufig die Form eines Dachgiebels haben.
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Es schmilzt glatt bei 147—1480 (korr. 150—1519), also erheblich nie-
driger, als das inaktive Alanin, welches mithin eine wahre racemische
Verbindung ist. Die an der Luft getrocknete Substanz verlor bei 1000
nicht mehr an Gewicht.
0,2018 g Sbst.: 0,4592 g CO,, 0,1031 g H,0.
CoH;;NOg. Ber. C 62,18, H 5,7.
Gef. ,, 62,06, ,, 5,68.

Die Substanz 16st sich bei 200 in 85 Teilen Wasser (fiir die Her-
stellung der Losung wurde die fein gepulverte Substanz 6 Stunden mit
Wasser geschiittelt). Eine Losung, welche 0,99 9, enthielt, drehte bei
200 im 4-Dezimeterrohr das Natriumlicht 0,13° nach links, so da8
[0‘]200 =—3,30,

Wegen der geringen Loslichkeit der Sdure wurde fiir die genaue
optische Bestimmung die alkalische Losung gewahlt.

1,5 g Substanz wurden in 7,8 ccm Normalkalilauge (berechnet
7,77 ccm) und ca. 5,7 ccm Wasser gelost. Das Gesamtgewicht der
Fliissigkeit betrug 15,145 g, das spezifische Gewicht 1,0427, der Prozent-
gehalt an Benzoylalanin 9,904 und die Drehung bei 200 im 2-Dezi-
meterrohr bei Natriumlicht 7,70 nach links. Mithin betrdgt fiir
l-Benzoylalanin in wisserig-alkalischer Iosung die spezifische Drehung
[« = —37,30.

Um zu priifen, ob das untersuchte Benzoylalanin schon ganz frei
von racemischer Verbindung sei, wurde eine andere Menge des Brucin-
salzes doppelt so oft aus Wasser umkristallisiert. Das daraus iso-
lierte Benzoylalanin zeigte denselben, oben angegebenen Schmelz-
punkt, und die optische Bestimmung gab fiir die alkalische Losung
[a]2 = —37,40.

Das Benzoylalanin ist der Hippursdure recht dhnlich. Von den
Salzen hat die Silberverbindung besonders schone Eigenschaften. Sie
fallt als kristallinischer Niederschlag aus, wenn die neutrale Ldsung
des Benzoylalaninammoniaks mit Silbernitrat versetzt wird, und 1aBt
sich auch durch Kochen der Sdure mit Silberoxyd in wisseriger Losung
darstellen. Sie ist selbst in heiBem Wasser ziemlich schwer 16slich und
farbt sich beim langeren Stehen am Licht langsam dunkel.

l-Alanin.

Die hydrolytische Spaltung des Benzoylalanins durch Sauren geht
ziemlich langsam vonstatten. Als 5 g der Verbindung mit 25 ccm Salz-
sdure von 209, 5 Stunden auf 1000 erhitzt wurden, war die Reaktion
noch nicht ganz beendet. Beim FErkalten schied sich ein dicker Brei
von Benzoésdure ab, welcher ausgedthert wurde. Dabei geht auch das
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unverdnderte Benzoylalanin mit in den Ather iiber; es 148t sich leicht
isolieren, indem man den Ather verdampft und den Riickstand mit
Ligroin auskocht, wobei nur die Benzoésdure gelost wird. Die Menge
des zuriickgewonnenen Benzoylalanins betrug hier 1 g. Die salzsaure
Losung enthdlt nach dem Ausédthern das /-Alanin, dessen Hydrochlorat
beim Verdampfen als farblose, kristallinische Masse zuriickbleibt. Das-
selbe wurde zur volligen Reinigung in nicht zuviel warmem, absolutem
Alkohol gelost und nach Zusatz von einigen Tropfen alkoholischer Salz-
sdure durch allmahlichen Zusatz von Ather wieder abgeschieden. Es
fiel dabei in sehr feinen, farblosen Nadeln aus, welche im Vakuum ge-
trocknet, bei 1000 nicht mehr an Gewicht verloren und den der Formel
C3H,NO, , HCl entsprechenden Chlorgehalt zeigten.
0,2343 g Shst.: 0,2655 g AgCl.
CH,NO,, HCl. Ber. Cl 28,29. Gef. Cl 28,03.

Das Salz ist in Wasser sehr leicht 16slich und dreht das polarisierte
Licht nach links.

Angewandt 1,0248 g Substanz; das Gesamtgewicht der LoOsung
betrug 11,0198 g, das spez. Gewicht 1,0278, der Prozentgehalt an
Alaninchlorhydrat 9,2996 und die Drehung bei 200 im 2 dem-Rohr bei
Natriumlicht 1,859 nach links. Daraus berechnet sich die spez. Dre-
hung [¢]2” = —9,680.1)

Zur Darstellung der freien Aminosdure ist die Zerlegung des Hydro-
chlorats mit Silberoxyd nicht zu empfehlen. Bessere Resultate gibt ge-
fdlltes Bleioxyd oder Bleihydroxyd. Zu dem Zweck wird das Hydro-
chlorat in ca. 30 Teilen Wasser gelost und mit einem UberschuBl von
Bleioxyd, welches durch FEingieBen einer Bleiacetatlosung in warme
Barytlosung dargestellt ist, 15 Minuten gekocht, bis eine Probe des
Filtrats kaum noch eine Chlorreaktion liefert. Die filtrierte Losung
wird dann mit Schwefelwasserstoff entbleit und verdampft, wobei das
l-Alanin als fast farblose, kristallinische Masse zuriickbleibt. Die Aus-
beute ist, auf das Hydrochlorat berechnet, fast quantitativ. Zur volligen
Reinigung wird das Pridparat in der fiinffachen Menge Wasser gelost
und in der Hitze Alkohol bis zur beginnenden Kristallisation hinzu-
gefiigt. Beim FErkalten féllt dann das /-Alanin in farblosen Stdbchen
oder diinnen Prismen aus, welche, im Exsikkator getrocknet, wasserfrei
sind und folgende Zahlen gaben:

0,1796 g Sbst.: 0,2658 g CO,, 0,1252 g H,0.

CgH,NO,. Ber. C 40,45, H 7,86. Gef. C 40,36, H 7,75.

Das I-Alanin zersetzt sich beim raschen Erhitzen im Kapillarrohr
gegen 2970 unter stiirmischer Gasentwickelung, unterscheidet sich also

1y Vgl. S. 561.
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in dieser Beziehung nicht viel von der racemischen Verbindung, die
sich an demselben Thermometer bei 293° zersetzte. Es 16st sich sehr
leicht in heiBem Wasser und kristallisiert daraus bei geniigender Kon-
zentration in der Kilte. Es 16st beim Kochen gefilltes Kupferoxyd in
reichlicher Menge mit blauer Farbe auf.

Das Drehungsvermdogen des /-Alanins ist sehr gering. Eine wisserige
Losung, die 8,89, Alanin enthielt, drehte bei Natriumlicht im 1 dem-
Rohr ca. 0,219 nach links. Bei Anwendung von violettem Licht drehte
dieselbe Losung ca. 0,44% nach links.

Durch Benzoylchlorid wird die Verbindung bei Gegenwart von
Natriumbicarbonat glatt in das /-Benzoylalanin zuriickverwandelt,
dessen Reinheit durch die Bestimmung der spezifischen Drehung in
alkalischer Losung (gef. 36,89) kontrolliert wurde.

d-Benzoylalanin.

Dasselbe befindet sich in der Mutterlauge, welche das /-Benzoyl-
alanin als Brucinsalz abgeschieden hat. Zu seiner Gewinnung wurde
die aus dem obigen Versuch mit 65 g racemischem Benzoylalanin resul-
tierende erste Mutterlauge mit dem doppelten Volumen Wasser ver-
diinnt, dann zur Féllung des Brucins mit 250 ccm Normalkalilauge
versetzt, abgekiihlt, filtriert und die Losung mit 250 ccm Normalsalz-
sdure angesduert. Aus der klaren Fliissigkeit schieden sich im Lauf
von 15 Stunden 9 g grofle, schwach gelb gefirbte Prismen ab, welche
zum groften Teil aus racemischem Benzoylalanin bestanden. Die
Mutterlauge gab, nachdem sie durch Verdampfen im Vakuum stark
konzentriert war, noch 18 g eines kristallisierten Produktes, welches
nach der optischen Untersuchung einer Probe aus ca. 909, d-Benzoyl-
alanin und 109, racemischer Verbindung bestand. Durch Umkristalli-
sieren aus Wasser 14t sich die letztere Beimengung nicht gut entfernen,
weil sie schwerer 1oslich ist, als die aktive Form. Man gelangt deshalb
rascher zum Ziel durch Verwandlung in das Strychninsalz.

Zu dem Zweck wurden 13,3 g von dem erwdhnten Produkt mit
23 g Strychnin in 300 ccm heilem Wasser gelost. Beim mehrstiindigen
Stehen in der Kailte schieden sich schone, dicke Tafeln oder flache
Prismen aus, welche ofters an Briefkuverts erinnerten. Dieselben wurden
noch viermal aus je 300 ccm Wasser umkristallisiert. Die Ausbeute
betrug dann zuletzt 20,5 g. Das reine Salz fillt aus der konzentrierten
Ldsung in groBen Tafeln, welche meist zu dicken Aggregaten verwachsen
sind. Aus der verdiinnten Losung kristallisieren dagegen beim mehrt-

tdgigen Stehen glinzende, schon ausgebildete, dicke Platten oder auch
Prismen.
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Zur Umwandlung in das d-Benzoylalanin wurden 20 g des Salzes
in 600 ccm Wasser gelost, mit 40 ccm Normal-Kalilauge zerlegt, abge-
kiihlt, filtriert und die Mutterlauge mit 40 ccm Normal-Salzsdure ange-
sauert. Die im Vakuum stark konzentrierte Fliissigkeit schied dann
beim Abkiihlen das reine d-Benzoylalanin ab. Die Ausbeute betrug
5,2 g. Der relativ groBe Verlust ist hauptsichlich durch das haufige
Umkristallisieren des Strychninsalzes bedingt.

Die Substanz schmilzt genau so wie die /-Verbindung bei 147—1480
(korr. 150—1519), und die optische Bestimmung gab folgendes Resultat:

Eine Losung vom Gewicht 11,199 g, welche 1,0312 g Substanz
mit der fiir 1 Mol. berechneten Menge Kaliumhydroxyd enthielt und
das spez. Gewicht 1,0397 hatte, drehte im 2 dcm-Rohr bei 200 das
Natriumlicht 7,119 nach rechts. Daraus berechnet sich [« ]2 = +37,130,
wihrend bei dem /-Benzoylalanin unter denselben Bedingungen — 37,40
gefunden wurde.

d-Alanin.

Dasselbe wird durch Spaltung des Benzoylderivats genau in der-
selben Weise wie die /-Verbindung gewonnen. Die optische Bestim-
mung des salzsauren Salzes gab folgendes Resultat:

Eine Losung von 7,4963 g, welche 0,644 g Chlorhydrat (bei 1000
getrocknet) enthielt und das spez. Gewicht 1,0242 hatte, drehte bei
20 im 1 dem-Rohr das Natriumlicht 0,849 nach rechts. Mithin
[¢1%° = 49,650, wihrend bei der /-Verbindung — 9,680 gefunden wurde.1)

Sowohl das salzsaure Salz wie die freie Aminosdure sind, abge-
sehen von dem optischen Verhalten, den /-Verbindungen ganz gleich.

Versuch, das di-Alanin durch Schimmelpilze zu spalten.

Penicillium glaucum wéchst auf einer 2-prozentigen Alaninlésung,
welche mit Nidhrsalzen versetzt ist, recht schlecht. Etwas besser ent-
wickelt sich Aspergillus niger, und dabei findet eine partielle Vergarung
statt, wie folgende Beobachtung zeigt:

1g dl-Alanin wurde in 50 ccm Wasser gelost, dazu 1 ccm einer
Salzlosung zugegeben, die in 100 ccm 0,1 g Kaliumphosphat und 0,02 g
Magnesiumsulfat enthielt. Als die sterilisierte Losung mit Sporen.von
Aspergillus niger geimpft worden war und bei 33% im Brutschrank stehen
blieb, begann schon nach einem Tage die Mycelbildung. Nach 15 Tagen
war eine ziemlich starke Pilzdecke mit reichlicher Conidienbildung ent-
standen. Die briaunlich gefirbte Fliissigkeit wurde jetzt filtriert, mit
Tierkohle entfarbt und eingedampft. Der Riickstand betrug 0,9 g, so

1) Vgl. 8. 561.
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daB nur ein kleiner Teil des Alanins vergoren war. Dieses Produkt,
mit der berechneten Menge Salzsdure und Wasser zu 4 ccm geldst, drehte
im 1 dem-Rohr 0,159 nach links. Offenbar war also ein Teil des
d-Alanins durch den Pilz verzehrt, aber die Spaltung blieb doch sehr un-
vollkommen, denn sie entsprach nur etwa 109, des Racemkorpers. Die
Aussicht, auf diesem Wege reines /-Alanin zu gewinnen, ist also nicht
sehr grofB}, und die zuvor beschriebene chemische Methode diirfte des-
halb den Vorzug verdienen.

Benzoylierung der I-Asparaginsdure.

Beim Schiitteln einer Ldsung von Asparaginsiure in Natronlauge
oder Pyridin mit Benzoylchlorid lieB sich kein Benzoylderivat erhalten.
Besser war das Resultat, als die wisserige Losung der Sdure zur An-
wendung kam; nur ist man hier gendtigt, bei starker Verdiinnung zu
arbeiten, und die Ausbeute 148t auch noch viel zu wiinschen iibrig. Sehr
befriedigend war letztere bei Zusatz von Bicarbonat.

Man suspendiert 15 g kdufliche Asparaginsaure in 250 ccm Wasser,
setzt 83 g Natriumbicarbonat hinzu und trigt dann unter dauerndem
kriftigem Schiitteln allmahlich 45 g Benzoylchlorid ein. Unter Kohlen-
sdureentwickelung geht dasselbe in Losung, und die Reaktion kann in
3/,—1 Stunde zu Ende gefiihrt werden. Die schwach getriibte Fliissig-
keit wird jetzt filtriert, mit 90 ccm Salzsdure vom spez. Gewicht 1,19
versetzt und der Niederschlag nach einigem Stehen in Eiswasser filtriert,
getrocknet und dann zur Entfernung der Benzoésdure wiederholt mit
Ligroin ausgekocht. Die zuriickbleibende Benzoylasparaginsidure wird
aus heilem Wasser umkristallisiert. An der Luft getrocknet, ist die
Substanz wasserfrei, wodurch sie sich von der gleich zu beschreibenden
racemischen Verbindung scharf unterscheidet.

0,2018 g Sbst.: 0,4132 g CO,, 0,0878 g H,0.

CyH;NO;. Ber. C 55,70, H 4,64.
Gef. ,, 55,84, , 4,83.

Sie 16st sich in etwa 3—4 Teilen heiBem Wasser und in 261 Teilen
Wasser von 200. Aus warmem Wasser kristallisiert sie in Nadeln oder
langen, schmalen Blédttchen und schmilzt bei 180—181° (korr. 184 bis
1859%) ohne Zersetzung.

In alkalischer Losung dreht sie das polarisierte Licht nach rechts.
Fiir die quantitative Bestimmung diente eine Ldsung, welche mit der
fiir 2 Mol. KOH berechneten Menge Normalkalilauge und Wasser her-
gestellt war, 9,01679, Benzoyl-/-Asparaginsaure enthielt und das spez.
Gewicht 1,0592 besaB3. Die Drehung betrug bei 200 im 2-Dezimeterrohr
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bei Natriumlicht 7,159 nach rechts. Daraus berechnet sich fiir Benzoyl-
I-Asparaginsiure bei Gegenwart von 2 Mol. KOH [«]¥ = + 37,40, Merk-
wiirdigerweise ist diese Zahl ebenso groB, wie bei dem aktiven Benzoyl-
alanin.

dl-Benzoylasparaginsdure. Fiir ihre Bereitung benutzte ich
inaktive Asparaginsdure, welche nach der Vorschrift von Michael und
Wingl) dargestellt war. Das Verfahren war das gleiche wie bei der
aktiven Verbindung. Die Ausbeute an Benzoylprodukt betrug vor dem
Umkristallisieren aus Wasser 859, der Theorie. Fiir die Analyse wurde
dasselbe zweimal aus Wasser umkristallisiert. Die so erhaltenen, glan-
zenden, farblosen Platten, welche meist zu dicht verwachsenen Aggre-
gaten vereinigt sind, enthalten im lufttrocknen Zustand 1 Mol. Kristall-
wasser, welches beim zweistiindigen Erhitzen auf 1100 véllig entweicht.

0,8718 g Sbst.: verloren 0,0644 g H,O0.

€ H;;NOg+H,0. Ber. HyO 7,06. Gef. Hy0 7,39.

Die wasserfreie Substanz gab folgende Zahlen:
0,2360 g Sbst.: 0,4816 g CO,, 0,0980 g H,0.
C,H;NO;.  Ber. C 55,70, H 4,64.
Gef. ,, 55,65, , 4,61

Das trockne Produkt schmilzt bei 161—162° (korr. 164—1659)
ohne Zersetzung. Es 16st sich in 3—4 Teilen heiBem Wasser. Fiir die
Loslichkeit in kaltem Wasser hat man zu unterscheiden zwischen der
trocknen und der kristallwasserhaltigen Sdure. Die letztere verlangt
zur Losung 664 Teile Wasser von 200 (die Losung wurde durch sechs-
stiindiges Schiitteln der fein gepulverten Substanz mit Wasser darge-
stellt). Die trockne Sdure ist dagegen viel leichter 16slich, Schiittelt
man deshalb die gepulverte, trockne Substanz mit etwa 200 Teilen
Wasser, so entsteht zunéchst eine klare Losung, dann aber erfolgt sehr
bald die Kristallisation der wasserhaltigen Verbindung. Die im Ver-
gleich zu der aktiven Substanz geringe Loslichkeit in Wasser sowie der
Wassergehalt der Kristalle beweisen, daB3 die Substanz eine wahre race-
mische Verbindung und kein mechanisches Gemisch der beiden optischen
Formen ist.

Zerlegung der racemischen Benzoylasparaginsiure in die
optisch-aktiven Komponenten.
Dieselbe 148t sich ebenfalls mit Brucin ausfithren und liefert sogar

beide optischen Isomeren im reinen Zustand. Denn die Benzoylaspara-
ginsdure bildet mit der Base ein neutrales und ein saures Salz, von

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 17, 2984.

Fischer, Untersuchungen, 7
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welchen das eine bei der /-Verbindung und das andere bei der d-Ver-
bindung schwerer 16slich ist.

20 g wasserhaltige dl-Benzoylasparaginsiure werden mit 78 g Brucin
(2 Mol.) in 200 ccm Wasser heill gelost. Beim 12—15-stiindigen Stehen
der abgekiihlten Losung scheiden sich farblose Nadeln oder Blédttchen
ab, welche meist zu kugeligen Aggregaten vereinigt sind. Sie bestehen
der Hauptmenge nach aus dem Brucinsalz der Benzoyl-l- Asparagin-
sdure, welches aber erst durch hiufig wiederholtes UmlGsen aus heiem
Wasser von dem Isomeren getrennt werden kann. Bei der vierten
Kristallisation aus 200 ccm Wasser trat schon ein deutlicher Unter-
schied hervor; denn zuerst schieden sich groBe Prismen oder Tafeln
ab, und die abgegossene Mutterlauge lieferte dann beim mehr-
stiindigen Stehen feine, glinzende, meist kugelig vereinigte Nadeln.
Diese Erscheinung wiederholte sich beim weiteren Umkristalli-
sieren der groBen Tafeln, und erst nach dreimaliger Kristallisation
war das Salz ganz rein. Die Ausbeute betrug ungefihr 50 9, der
Theorie.

Zur Isolierung der Benzoylasparaginsdure wurden 25 g des Brucin-
salzes in 200 ccm Wasser warm gelost, mit 50 ccm Normal-Kalilauge
versetzt, auf 00 abgekiihlt, filtriert, die Mutterlauge mit 50 ccm Normal-
Salzsdure versetzt und unter stark vermindertem Druck eingedampft.
Die Ausbeute ist nahezu quantitativ.

Das Produkt schmolz bei 180—181° (korr. 184—185%) und zeigte
unter denselben Bedingungen, wie sie oben beschrieben sind, auch
das Drehungsvermbgen der Benzoyl -/ - Asparaginsdure (gefunden
[«]2® = +37,49).

Verwandlung der Benzoylverbindung in I-Asparaginsdure.

Die Spaltung findet vollstindig statt, wenn die Benzoylverbindung
mit der achtfachen Menge 10-prozentiger Salzsdure 21/, Stunden auf
1000 erhitzt wird. Die abgeschiedene Benzoésiure wird ausgedthert,
und beim Verdampfen der wisserigen Losung bleibt das Chlorhydrat
der Asparaginsdure zuriick. LOst man dasselbe in wenig Wasser und
versetzt mit der berechneten Menge Normal-Kalilauge, so scheidet sich
in der Kilte die Asparaginsiure ab. Zum Vergleich mit der gewdhn-
lichen, natiirlichen Verbindung wurde die optische Untersuchung in
alkalischer Losung ausgefiihrt.

Eine Losung vom Gewicht 11,5923 g, welche 0,3853 g Substanz
und 3 Mol.-Gew. Natriumhydroxyd enthielt und das spez. Gewicht
1,0394 besaB3, drehte im 2-Dezimeterrohr bei 200 das Natriumlicht 0,1550
nach links. Daraus berechnet sich [¢]2’ = —2,249,
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Zum Vergleich wurde reine, kdufliche Asparaginsidure (aus ge-
wohnlichem Asparagin), welche nochmals aus Wasser umkristallisiert
und deren Reinheit durch eine Stickstoffbestimmung und durch Alkali-
metrie kontrolliert war, zunichst ganz unter den gleichen Bedingungen
untersucht:

Eine Losung von 13,2857 g, welche 0,4454 g Substanz und 3 Mol.-
Gew. Natriumhydroxyd enthielt und das spez. Gewicht 1,0398 besaB,
drehte bei 200 im 2-Dezimeterrohr das Natriumlicht 0,165 nach links.
Mithin [«]? = —2,370.

Dann wurden noch zwei weitere Versuche bei groBerer Konzen-
tration und mit 2 Mol.-Gew. Base ausgefiihrt. Sie zeigen, daBl mit stei-
gender Konzentration die spezifische Drehung abnimmt:

1. Eine Losung von 20,4814 g, welche 1,2290 g Substanz und
2 Mol.-Gew. Natriumhydroxyd enthielt und das spez. Gewicht 1,0521
besaB3, drehte bei 200 im 2-Dezimeterrohr das Natriumlicht 0,249 nach
links. Mithin [¢]2" = —1,90.

2. Eine Iosung von 12,3382 g, welche 1,1382 g Substanz und
2 Mol.-Gew. Natriumhydroxyd enthielt und das spez. Gewicht 1,0811
besaB3, drehte bei 20° im 2-Dezimeterrohr das Natriumlicht 0,23% nach
links. Mithin [&]¥ = —1,150.

Diese Werte stimmen leidlich {iberein mit den Angaben von Pa-
steurl) iiber die spezifische Drehung des asparaginsauren Natriums,
welche er fiir eine 13-prozentige Losung bei 120 und fiir weiBles Licht
—2,230 fand. Sie weichen dagegen stark von den Angaben A. Beckers?2)
ab. Letzterer fand unter Bedingungen, wie die oben innegehaltenen,
und bei einem Natriumgehalt, welcher von 1—5 Mol.-Gew. schwankte,
die spezifische Drehung der Asparaginsidure [«], = —9,04 bis —9,070.

Da zur Zeit von Beckers Untersuchung fiir die Darstellung der
Asparaginsdure eine bequeme Methode fehlte, so ist zu vermuten, daf3
er ein unreines, vielleicht asparaginhaltiges Material fiir seine Bestim-
mungen benutzt hat.

Benzoyl-d-Asparaginsdure: Dieselbe befindet sich in den
Mutterlaugen, aus welchen das benzoyl-l-asparaginsaure Brucin aus-
kristallisiert ist. Zu ihrer Reinigung dient, wie schon erwdhnt, das
saure Brucinsalz. Um dasselbe darzustellen, ist es aber zunichst nétig,
die Benzoylasparaginsidure aus den Laugen zu isolieren. Das geschah,
wie bei dem obigen Versuch, durch Fillen des Brucin mit iiberschiis-
siger Kalilauge, Ansduern des Filtrats mit der entsprechenden Menge
Salzsdure und Konzentrieren durch Eindampfen im Vakuum. Aus den

1) Ann. d. Chem. 82, 328.
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 14, 1037.

7*
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Mutterlaugen des obigen Versuches wurden im ganzen 11 g trockne
Benzoylasparaginsdure zuriickgewonnen.

Als 10,3 g davon mit 20,3 g Brucin (1 Mol.) in 100 ccm heiBem
Wasser gelost waren, schied sich beim lingeren Stehen der erkalteten
Fliissigkeit das saure Brucinsalz in kleinen, hiibsch ausgebildeten Prismen
ab. Das Salz wurde zunédchst dreimal aus je 150 ccm Wasser umkri-
stallisiert. Seine Menge betrug dann 14 g. Da die aus einer Probe
regenerierte Benzoyl-d-Asparaginsdure bei der optischen Untersuchung
noch etwas zu schwaches Drehungsvermogen zeigte, so wurde das Salz
noch zweimal in der gleichen Art aus Wasser umgeldst. Die jetzt iso-
lierte Benzoyl-d-Asparaginsdure schmolz bei 180—1810 (korr. 184—1859)
und hatte auch das Drehungsvermdgen des optischen Antipoden.

0,528 g Substanz wurde mit 2 Mol.-Gew. KOH und Wasser gelost;
das Gesamtgewicht der Losung betrug 5,3669 g und das spezifische
Gewicht 1,065. Sie drehte im 1-Dezimeterrohr das Natriumlicht 3,90
nach links. Daraus berechnet sich fiir Benzoyl-d-Asparaginsdure in
alkalischer Losung [«]X = —37,60. Die Differenz mit dem optischen
Antipoden (0,29) liegt innerhalb der Versuchsfehler.

Zur Umwandlung in die d-Asparaginsdure wurde die Benzoylver-
bindung ebenso behandelt, wie es oben fiir die optisch-isomere Sub-
stanz beschrieben ist. Die so erhaltene Asparaginsdure ist zweifellos
identisch mit der von Piutti aus dem rechtsdrehenden Asparagin er-
haltenen. Fiir die optische Bestimmung wurde hier die salzsaure Lo-
sung benutzt.

0,3419 g Substanz wurden mit 3 Mol.-Gew. Salzsdure gelost; das
Gesamtgewicht der Losung betrug 8,2273 g, das spez. Gewicht 1,032
und die Drehung bei 20° im 1-Dezimeterrohr bei Natriumlicht 1,090
nach links. Daraus berechnet sich [«]2 = — 25,50,

Zum Vergleich diente natiirliche l-Asparaginsiure, welche unter
denselben Bedingungen folgendes Resultat gab:

0,3455 g Substanz wurden mit 3 Mol.-Gew. Salzsdure gelGst; das
Gesamtgewicht der Losung betrug 8,2749 g, das spez. Gewicht 1,033
und die Drehung bei 20° im 1-Dezimeterrohr bei Natriumlicht 1,1070
nach rechts. Daraus berechnet sich [¢]2’ = + 25,79,

Ein zweiter Versuch bei groBerer Konzentration (Prozentgehalt
8,8173 und spez. Gewicht 1,0705) aber sonst gleichen Bedingungen gab
[&]2° = +26,470.

Dieser Wert néhert sich sehr der alten von Pasteur!) angegebenen
Zahl 27,86, welche ungefahr bei gleicher Konzentration der Losung,
aber fiir weiBles Licht (Ubergangsfarbe) gefunden wurde.

1) Ann. d. Chem. 82, 325.
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Stark abweichend sind dagegen wieder die Werte, welche Becker?)
gefunden hat. Uber die vermutliche Ursache dieser Differenz habe ich
mich oben ausgesprochen.

Benzoylglutaminsédure.

Die Benzoylierung der Glutaminsdure 148t sich, ebenso wie bei der
Asparaginsidure, mit recht befriedigender Ausbeute auf nassem Wege
mit Benzoylchlorid und Natriumbicarbonat ausfithren. Verwendet man
die racemische Glutaminsdure, so ist selbstverstandlich auch das Ben-
zoylderivat racemisch. Bei Benutzung von optisch-aktiver, natiirlicher
Glutaminsiure findet dagegen eine Komplikation statt, indem ein Teil
des Produktes wahrend des chemischen Vorganges racemisiert wird und
mithin ein Gemenge von aktivem und racemischem Benzoylkdrper er-
halten wird.

Racemische Benzoylglutaminsdure: 10 g racemische Glut-
aminsiure werden mit 46g Natriumbicarbonat in 1560ccm Wasser ein-
getragen und geschiittelt, bis die Sdure in Ldsung gegangen ist; ein
Teil des Bicarbonats bleibt dabei ungeldst. Dazu fiigt man allmdhlich
unter dauerndem, starkem Schiitteln 30 g Benzoylchlorid. Im Laufe
von 3/,—1 Stunde kann die Operation bei Zimmertemperatur beendet
werden. Benzoylchlorid und Bicarbonat gehen wahrend derselben in
Losung, und die Fliissigkeit ist zum Schlul nur schwach getriibt. Jetzt
wird dieselbe filtriert und mit 50 ccm Salzsiure vom spez. Gewicht
1,19 angesduert. Dabei scheidet sich sofort eine reichliche Menge von
Benzoésdure ab, beim Abkiihlen in Eis und lingerem Stehen kristalli-
siert in der Regel auch der grofite Teil der Benzoylglutaminsidure. Da
aber zuweilen die Kristallisation ausbleibt, so empfiehlt es sich, jeden-
falls die wasserige Mutterlauge unter stark vermindertem Druck einzu-
dampfen und dann wieder abzukiihlen. Das Gemisch von Benzoésdure
und Benzoylglutaminsdure wird nach dem Trocknen wiederholt mit
Ligroin ausgekocht, wobei die Benzoésdure in Losung geht. Die Aus-
beute an Benzoylglutaminsidure betrdgt ca. 809, der Theorie. Das Pro-
dukt wird zur Reinigung aus 4 Teilen heiBem Wasser umkristallisiert.
Die farblosen, langen, schmalen Blattchen, welche 6fters kugelig ver-
wachsen sind, enthalten nach dem Trocknen an der Luft 1 Mol. Kristall-
wasser, welches im Vakuum bei gewohnlicher Temperatur sehr langsam,
dagegen bei 800 im Vakuum schon innerhalb 2 Stunden voéllig ent-
weicht.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 14, 1038.
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0,5769 g Sbst. verloren: 0,0369 g H,O.
CoH 3NOs+H,0. Ber. HyO 6,69. Gef. H,O 6,40.

Die Analyse des getrockneten Produktes ergab:

0,1714 g Sbst.: 0,3608 g CO,, 0,0780 g H,O.
0,2015 g Sbst.: 9,8 ccm N (179, 764 mm).

CyoHy3NOs.  Ber. C 57,37, H 5,18, N 5,58.
Gef. ,, 5741, ,, 506, , 567.

Die getrocknete Sdure schmilzt bei 152—1540 (korr. 155—1579)
zu einer farblosen Fliissigkeit. Die wasserhaltige Verbindung lost
sich in 124 Teilen Wasser von 200. (Fiir die Bestimmung diente
eine Losung, welche durch 5-stiindiges Schiitteln der gepulverten Sub-
stanz mit Wasser von 200 hergestellt war.) In Alkohol ist sie leicht
16slich.

Ihre Salze mit Kalium, Natrium, Calcium und Baryum sind selbst
in kaltem Wasser leicht 18slich. Schwer 16slich ist das Silbersalz; es
kristallisiert aus der ammoniakalischen Losung beim Wegkochen des
Ammoniaks in feinen, farblosen Nadeln.

Wird die optisch-aktive, natiirliche Glutaminsdure in der oben be-
schriebenen Weise benzoyliert, so beobachtet man zunédchst die gleichen
Erscheinungen. Aber beim Ansduern der wisserigen Losung mit Salz-
saure bleibt das leichter 16sliche Benzoylprodukt in der Mutterlauge,
wahrend die Benzoésdure auskristallisiert. Wird das Filtrat unter stark
vermindertem Druck eingedampft, so scheidet sich der BenzoylkGrper
zunéchst als Ol ab, welches aber beim mehrtigigen Stehen kristallinisch
erstarrt. Zur Entfernung der beigemengten Benzoésdure wird eben-
falls mit Ligroin ausgekocht. Die Ausbeute an Benzoylkorper betrigt
dann 60—65 9, der Theorie. Aus heiBler, wisseriger Losung scheidet er
sich zunichst wieder als Ol aus, wird aber allmihlich, besonders nach
dem Einimpfen eines Kristalles, fest. Wie schon erwihnt, ist das Pra-
parat ein Gemisch von aktiver und racemischer Benzoylglutaminsdure.
Das beweist der unkonstante Schmelzpunkt, ferner der schwankende
Gehalt an Kristallwasser und endlich die optische Untersuchung in
alkalischer Losung. Aus jhrem Resultat wurde in einem Falle das
Verhidltnis von optisch-aktivem zu Racemkorper wie 3:2 festge-
stellt.

Die teilweise Racemisierung der Glutaminsdure durch Benzoy-
lierung bei niederer Temperatur ist beachtenswert und scheint durch
besondere Verhiltnisse bedingt zu sein. Denn bei der Benzoylierung
der aktiven Asparaginsiure und des aktiven Alanins wurde nichts Ahn-
liches beobachtet.
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Spaltung der racemischen Benzoylglutaminsdure in die
optischen Komponenten.

Obschon die beiden Brucinsalze sehr schon kristallisieren, so sind
sie doch fiir den vorliegenden Zweck wenig geeignet. Bessere Dienste
leistet das neutrale Strychninsalz.

Zur Bereitung desselben werden 35 g wasserhaltige d/-Benzoylgluta-
minsdure mit 87 g (2 Mol.) gepulvertem Strychnin in 450 ccm heiBem
Wasser gelost. Nach dem Frkalten beginnt langsam die Kristallisation.
Nach 20-stiindigem Stehen im FEisschrank wird die Masse abgesaugt
und wieder in 500 ccm heiBem Wasser geldst. Die Kristallisation erfolgt
jetzt in der Kailte rascher, so daBl nach 6-stiindigem Stehen im Eis-
schrank filtriert werden kann. Man wiederholt die Kristallisation aus
der gleichen Menge Wasser noch zweimal, wobei es vorteilhaft ist, beim
Auflosen einige Gramm gepulvertes Strychnin der Fliissigkeit zuzu-
setzen und dann zu filtrieren. Bei jeder Operation werden die Kristalle
des Salzes schoner, zur volligen Reinigung ist es aber notig, dieselben
noch zweimal umzukristallisieren, wozu wegen der geringeren Menge
400 ccm Wasser ausreichen. Das Salz bildet schlielich feine, farblose,
lange, schmale Blattchen, welche vielfach kugelf6rmig verwachsen sind.
Die Ausbeute betrug zum Schlufl 21 g, wihrend theoretisch 60 g trocknes,
aktives, neutrales, benzoylglutaminsaures Strychnin der Menge der race-
mischen Verbindung entsprachen.

Die dem Salze zugrunde liegende Benzoylverbindung entspricht
der /-Glutaminsdure, und ich bezeichne sie deshalb als

Benzoyl-l-glutaminsdure.

Zur Darstellung der freien Sdure werden 20 g des Salzes in 400 ccm
heiBem Wasser gelost, mit 48 ccm Normalkalilauge versetzt und das
abgeschiedene Strychnin nach guter Abkiihlung filtriert. Die Mutter-
lauge wird mit 52 ccm Normal-Salzsaure angesiuert und im Vakuum
stark eingedampft. Beim Abkiihlen der konzentrierten Ldsung scheidet
sich die aktive Benzoylglutaminsdure zunédchst als zdhes Ol ab, welches
aber bei 0% nach einiger Zeit kristallinisch erstarrt. Die Ausbeute be-
tragt 4,6 g. Zur Reinigung wird sie aus heilem Wasser, wovon weniger
als zwei Teile zur Ldsung geniigen, umkristallisiert. Sie scheidet sich
beim Erkalten langsam in meistens dreieckig geformten Blattchen oder
kompakten Aggregaten aus, die keine scharfe Umgrenzung zeigen. An
der Luft getrocknet, enthdlt die Sdure kein Kristallwasser.

0,17 g Sbst.: 0,3584 g CO,, 0,0851 g H,O.

C12H;3NO;.  Ber. C 57,37, H 5,18.
Gef. ,, 57,49, ,, 5,56.
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Sie schmilzt bei 128—1300 (korr. 130—1329), mithin 259 niedriger,
als die racemische Verbindung. Von dieser unterscheidet sie sich auch
durch die viel gréBere Loslichkeit in Wasser. Denn sie 16st sich bei
200 schon in 21 Teilen und beim Kochen in weniger als 2 Teilen. Die
wisserige Losung dreht rechts.

Eine Losung von 10,6982 g, die 0,5132 g Substanz enthielt und
das spez. Gewicht 1,0114 besaB, drehte bei 200 im 2-Dezimeterrohr das
Natriumlicht 1,349 nach rechts. Mithin [¢]2° = +13,819. In alkalischer
Losung dreht sie dagegen nach links.

1,0863 g, mit 2 Mol.-Gew. KOH gelost, so daB das Gewicht der
Losung 11,4223 g und das spez. Gewicht 1,0588 betrug, drehten im
2-Dezimeterrohr das Natriumlicht 3,770 nach links. Daraus berechnet
sich []% in alkalischer Losung zu —18,7%. Eine stirkere Drehung
wurde nicht erhalten, wenn auch das Strychninsalz noch ofters, als
oben angegeben, umkristallisiert war, woraus man schlieBen darf, daB
die untersuchte Sdure rein war.

Verwandlung der Benzoylverbindung in die I- Glut-
aminsdure: 1,56g wurden mit 12ccm 10-prozentiger Salzsdure 31/, Stun-
den auf 1000 erhitzt, die in Freiheit gesetzte Benzoésiure ausgedthert
und die salzsaure Losung im Vakuum verdampft. FEine kleine Menge
von Benzoylglutaminsidure war noch unzersetzt und mit der Benzoé-
sdure in den Ather gegangen. Infolgedessen betrug die Ausbeute
an salzsaurer Benzoylglutaminsdure nur 0,9 g, wihrend 1,1 g be-
rechnet sind. Das Chlorhydrat wurde mit der berechneten Menge Nor-
mal-Kalilauge zerlegt und die abgeschiedene Sdure aus heiBem Wasser
unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert. Sie schied sich beim Er-
kalten in feinen, schillernden Blittchen ab und wurde fiir die Analysen
bei 1000 getrocknet.

0,2063 g Sbst.: 0,3074 g CO,, 0,1129 g H,O.

CsHyNO,. Ber. C 40,82, H 6,12.
Gef. ,, 40,64, ,, 6,08.

Die Sdure schmolz beim raschen Erhitzen gleichzeitig mit einem
Priparat von Glutaminsdure aus Casein bei 2080 (korr. 2139) unter Zer-
setzung. Die Abweichung der Angaben von E. Schulzel) erkldrt sich
durch die Zersetzung. Fiir die optische Untersuchung diente die salz-
saure Ldsung, welche bekanntlich viel stédrker dreht, als die freie Glut-
aminsdure.

0,2863 g I-Glutaminsaure wurden mit der dquimolekularen Menge
Salzsdure in Wasser gelost. Die Fliissigkeit, welche 5,4078 g wog, das

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 16, 314.
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spez. Gewicht 1,0233 hatte und 5,30119, Glutaminsdure enthielt, drehte
im 1-Dezimeterrohr das Natriumlicht 1,63° nach links, woraus sich in
dquimolekularer salzsaurer Losung [#]2° —30,050 berechnet.

Zum Vergleich diente eine d-Glutaminsdure aus Casein. FEine L-
sung von 12,1308 g, welche 0,65 g oder 5,35839%, d-Glutaminsdure mit
der dquivalenten Menge Salzsdure enthielt und das spez. Gewicht 1,0237
hatte, drehte im 2-Dezimeterrohr das Natriumlicht 3,349 nach rechts.
Mithin [«]* in dquimolekularer salzsaurer Ldsung + 30,450.

Schulze und BoBhard?l) geben einen etwas héheren Wert 31,19
an, aber sie haben eine erheblich groBere Menge von Salzsiaure ange-
wandt, wodurch die kleine Differenz wahrscheinlich ihre Erklidrung
findet. Stark abweichend ist dagegen die Beobachtung von Scheibler?2)
[a], = + 25,5°.

Benzoyl-d-glutaminsiure.

In den Mutterlaugen, welche von der Gewinnung des benzoyl-
l-glutaminsauren Strychnins herrithren, befindet sich alle Benzoyl-
d-glutaminsidure, selbstverstindlich neben einer geringeren Menge des
optischen Isomeren. Wird daraus die Sdure in Freiheit gesetzt, so
scheidet sich zuerst die schwerer 10sliche racemische Verbindung ab,
und aus der Mutterlauge 148t sich dann die Benzoyl-d-glutaminsidure
durch bloBe Kristallisation in fast reinem Zustand gewinnen. Dem
entspricht folgende Vorschrift:

Die erwahnten Mutterlaugen, welche noch ungefahr 100 g Strychnin-
salz enthielten, wurden auf ca. 1L im Vakuum eingedampft, mit 230 ccm
Normal-Kalilauge versetzt, das ausgefallte Strychnin nach mehrstiin-
digem Stehen der Fliissigkeit bei 00 abfiltriert, das Filtrat mit 240 ccm
Normalsalzsdure {ibersittigt und im Vakuum auf ca. 150 ccm einge-
dampft. Beim Erkalten schied sich die racemische Sdure ab, und nach
gutem Kiihlen in FEiswasser betrug ihre Menge 20 g. Als die Mutter-
lauge im Vakuum weiter statk eingedampft war, schied sich beim
Stehen in der Kilte die aktive Sdure als dickes Ol und der Rest des
Racemkorpers in Kristallen ab. Das Ol konnte groBtenteils von den
letzteren mit wenig Wasser abgeschlimmt werden; der Rest, welcher
an den Kristallen haftete, wurde samt den letzteren in wenig heiflem
Wasser gelost, dann der Racemkorper durch Abkiihlen wieder ausge-
schieden und die Mutterlauge von neuem zur Gewinnung des aktiven
Produktes eingedampft. Das Ol verwandelte ‘sich im Laufe von 24 Stun-
den oder rascher beim Einimpfen von Kristéllchen des aktiven Ko6rpers

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 10, 143.
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 17, 1728.
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in eine kristallinische Masse. Ihre Menge betrug 7,2 g. Das Priparat
war gelb gefdrbt, und da Tierkohle die Farbe nicht wegnimmt, so wurde
es zur Reinigung in heilem Wasser gelost und mit einem UberschuB
von zweifach-basischem Bleiacetat versetzt. Das hierbei ausfallende
Bleisalz ist zunichst undeutlich kristallinisch, verwandelt sich aber
beim liangeren Stehen mit der Mutterlauge in schone Nidelchen. Es
wurde filtriert, dann in heiBem Wasser suspendiert, durch Schwefel-
wasserstoff zersetzt und das farblose Filtrat im Vakuum bis auf einige
Kubikzentimeter eingedampft. Beim lingeren Stehen in der Kilte
schieden sich jetzt feine, seidenglinzende Nidelchen aus, welche meist
zu konzentrischen Aggregaten vereinigt waren und die Fliissigkeit brei-
artig erfiillten. Das Prdparat war noch nicht ganz frei von Racem-
korpern; nach der optischen Bestimmung enthielt es von letzterem
etwa 10 9. Eine Lisung von 11,5133 g, die 1,0715 g Substanz mit
2 Mol.-Gew. KOH enthielt und das spez. Gewicht 1,0571 hatte,
drehte bei 200 im 2-Dezimeterrohr das Natriumlicht 3,380 nach rechts.
Mithin [&]%° = 4-17,18°, wihrend bei der reinen Benzoyl-l-glutamin-
saure —18,70 gefunden wurden.

Die Verunreinigung verriet sich auch im Schmelzpunkt, denn die
Substanz sinterte zwar stark bei 1289, war aber erst bei 137—1390
vollstdndig geschmolzen.

Da eine voéllige Entfernung des Racemkorpers durch bloBe Kristalli-
sation nicht zu erwarten war und auch kein anderes Salz mit einer
aktiven Base gefunden wurde, welches die vollige Reinigung dieser
Benzoyl-d-glutaminsdure ermoglicht hitte, so wurde das Priparat zur
Darstellung der d-Glutaminsiure selbst benutzt, welche sich leicht als
schwer 16sliches Hydrochlorat von der kleinen Menge des Racemkérpers
trennen 14aBt.

Synthetische d-Glutaminsiure.

2,6 g der oben erwihnten, noch etwas verunreinigten Benzoyl-
verbindung wurden mit 20 ccm 10-prozentiger Salzsdure 4 Stunden im
Wasserbade erhitzt, dann die Benzoésiure ausgeédthert und die salz-
saure Losung im Vakuum eingedampft. Der bald kristallinisch
werdende Riickstand wurde aus 20-prozentiger, heiBer Salzsiure um-
kristallisiert. Die Ausbeute betrug 1,2 g und nach nochmaligem Um-
kristallisieren aus derselben Salzsiure 0,8 g. In wenig Wasser geldst
und mit der berechneten Menge Normalkali versetzt, gab das Salz die
freie d-Glutaminsdure, welche nach dem Abkiihlen in Eis filtriert und
nochmals aus Wasser umkristallisiert wurde. Das Préparat zeigte dann
beim raschen Erhitzen denselben Zersetzungspunkt 2080 (korr. 2139)
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wie die natiirliche Glutaminsiure und ebenso in salzsaurer Losung das
Drehungsvermogen der letzteren.

Eine Losung von 6,4137 g, die 0,3036 g Glutaminsaure und 1 Mol.-
Gew. Salzsdure enthielt und das spez. Gewicht 1,0203 besaB, drehte bei
200 im 1-Dezimeterrohr das Natriumlicht 1,499 nach rechts. Daraus
berechnet sich [&¢]> = + 30,859, wihrend fiir die natiirliche Glutamin-
saure aus Casein + 30,450 gefunden wurden.

Versuch zur Spaltung der Hippursdure.

Obschon die Sdure kein asymmetrisches Kohlenstoffatom enthilt,
schien es mir doch nicht iiberfliissig, ihr Verhalten gegen die optisch-
aktiven Basen zu priifen. Zur Anwendung kamen Morphin, Strychnin,
Chinin und Brucin, von welchen nur die beiden letzteren kristallisierte
Salze lieferten. Besonders schon ist die Brucinverbindung.

Lost man 10 g Hippursiure und 26 g der Base in 30 ccm heilem
Wasser, so scheidet sich aus der dicken Fliissigkeit nach dem Erkalten
im Laufe von einigen Stunden ein dicker Brei von Kristallen ab, welcher
aus mikroskopisch kleinen, unregelméfBig begrenzten Bldttchen besteht.
Nach nochmaliger Kristallisation aus derselben Menge Wasser werden
groBe, aber sehr diinne, meist sechsseitige Bldtter erhalten. Das Salz
wurde viermal aus Wasser umkristallisiert, wobei die schlieBlich erhaltene
Ausbeute auf etwa 1/;, der urspriinglichen Menge zuriickging. Die da-
raus regenerierte Hippursiure zeigte den Schmelzpunkt des Ausgangs-
materials und in alkalischer Losung keine wahrnehmbare Drehung.

Zur Darstellung des Chininsalzes wurden 3 g Hippursdure mit
6,3 g Chinin in 150 ccm Wasser heif3 gelost. Beim Erkalten fiel zunéchst
ein Ol aus, welches aber nach einigem Stehen zu kugeligen XKristall-
aggregaten erstarrte. Das Salz wurde noch zweimal aus Wasser um-
kristallisiert und dann die Hippursdure regeneriert. Sie war ebenfalls
optisch-inaktiv. Es scheint also auf diesem Wege eine Verwandlung
der Hippursiure in optisch-aktive Formen nicht moglich zu sein, was
mit den geltenden theoretischen Anschauungen im Einklang steht.

Spaltung des Benzoyltyrosins.

Im Gegensatz zum Tyrosin selbst bildet die von Erlenmeyer jun.
synthetisch dargestellte, racemische Benzoylverbindungl) mit den Al-
kaloiden bestdndige Salze. Von diesen scheint mir gleichfalls das Brucin-
salz fiir die Darstellung der optisch-aktiven Formen am meisten ge-

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 30, 2981 und Ann. d. Chem. 307, 138.
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eignet zu sein. Dasselbe fallt aus heiBem Wasser, worin es ziemlich
schwer 16slich ist, beim Erkalten zunichst als zdher Sirup aus, aber
beim langeren Stehen bilden sich auch Kristalle, und durch systema-
tisches Losen und Abkiihlen lie§ sich daraus in erheblicher Menge ein
kristallisiertes Salz darstellen, welches, mit Alkali zerlegt, aktives Ben-
zoyltyrosin lieferte. Dasselbe schmolz bei 163—1649 (korr. 166—1679),
d. i. mebr als 200 niedriger, als die racemische Verbindung und zeigte
in alkalischer Losung die spezifische Drehung +-18,80.

Uber seine Verwandlung in aktives Tyrosin, sowie iiber die Ver-
suche zur Isolierung des optischen Antipoden hoffe ich bald Néheres
mitteilen zu kénnen. Ferner beabsichtige ich, das neue Verfahren auch
fiir die Spaltung des racemischen Leucins und einiger anderer, synthe-
tischer Aminosduren zu benutzen.

Bei obigen Versuchen habe ich mich der eifrigen und geschickten
Hilfe des Herrn Dr. F. Hiibner erfreut, wofiir ich demselben besten
Dank sage.
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2. Emil Fischer: Spaltung einiger racemischer Aminosduren in die
optisch-aktiven Komponenten. II.

Bericht der deutschen chemischen Gesellschaft 32, 3638 (1900).
(Eingegangen am 22. Dezember.)

Wie in der ersten Mitteilungl) schon kurz erwdhnt wurde, 148t
sich aus dem von Erlenmeyer und Halsey2) synthetisch bereiteten
Benzoyltyrosin mit Hilfe des Brucinsalzes eine optisch-aktive Verbin-
dung gewinnen, welche 300 niedriger schmilzt und in alkalischer Lsung
ziemlich stark nach rechts dreht. Die ndhere Untersuchung derselben
hat ergeben, daB sie das Derivat des natiirlichen, aus Casein, Conglutin
und anderen EiweiBkorpern entstehenden Tyrosins ist, welches man
wegen der Linksdrehung der sauren oder alkalischen Ldsung wohl als
die I-Verbindung bezeichnen darf. Sie wird namlich durch 10-prozentige
Salzsdure bei 1000 glatt in Benzoésdure und diese Base gespalten. Dem-
entsprechend nenne ich sie Benzoyl-l-tyrosin und das inaktive synthe-
tische Produkt, welches wegen des hoheren Schmelzpunktes als echter
Racemkorper zu betrachten ist, dl-Benzoyltyrosin.

Die Gewinnung des optischen Antipoden hat groSere Schwierig-
keiten gemacht. Sie ist aber schlieBlich durch Kristallisation des Cin-
choninsalzes gelungen, und durch Spaltung mit Salzsiure wurde daraus
auch das bisher in reinem Zustande unbekannte d-Tyrosin erhalten.

Die Synthese des racemischen Tyrosins ist schon vor 16 Jahren
von Erlenmeyer sen. und Lipp3) mit Hilfe des p-Nitrophenyl-
alanins ausgefiihrt worden. Ein zweites, davon ganz verschiedenes Ver-
fahren verdanken wir den interessanten Versuchen von Erlenmeyer
jun#), welche im nachfolgenden noch genauer besprochen werden.

Durch die eben erwdahnten Resultate ist nun auch die totale Syn-
these der beiden optisch-aktiven Tyrosine verwirklicht.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2451. (S. 87.)
2) Ann. d. Chem. 30%, 138.
3) Ann. d. Chem. 219, 170.
4) Ann, d. Chem. 307, 138.
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Darstellung des racemischen Benzoyltyrosins.

Bei der Reduktion der p-Oxy-a-benzoylaminozimmtsiure erhielten
Erlenmeyer jun. und Halsey!) nur 10—159, Benzoyltyrosin. Fiir
die Ausfithrung der spiter beschriebenen Versuche war es daher nétig,
das Verfahren zu verbessern. Das ist gelungen durch Einhaltung be-
stimmter Bedingungen bei der Reduktion mit Natriumamalgam, ferner
durch die Zerstérung der unverdnderten p-Oxybenzoylaminozimmt-
sdure mit Alkali, welche Erlenmeyer bei der Bereitung des Phenyl-
alanins schon benutzt hat, und endlich durch Umkristallisieren des Roh-
produktes aus Eisessig, wobei die harzigen Produkte in Losung bleiben.
Die Ausbeute an kristallinischen Benzoyltyrosin konnte so auf 66—709,
der Theorie gesteigert werden.

Man suspendiert 50 g p-Oxy-&-benzoylaminozimmtsiure, welche
nach der Vorschrift von Erlenmeyer und Halsey aus Hippursdure
und $-Oxybenzaldehyd leicht bereitet werden kann, in 500 ccm Wasser
und fiigt bei Zimmertemperatur, ohne zu kiihlen, unter kréftigem
Schiitteln 500 g 2-prozentiges Natriumamalgam in kleinen Portionen zu,
so daB die Operation etwa 3/, Stunden dauert. Das Amalgam wird
rasch verbraucht und der Wasserstoff vollstindig fixiert. Die Sidure
geht bald in Iosung, die Temperatur steigt auf etwa 35° und die Fliissig-
keit wird anfangs braun, zum SchluB aber wieder hellgelb. Man giel3t
dann vom Quecksilber ab, fiigt 100 ccm 33-prozentiger Natronlauge zu
und kocht etwa 45 Minuten, bis kein Ammoniak mehr entweicht. Da-
durch wird die nicht reduzierte Sdure zerstort. Zu der abgekiihlten
Fliissigkeit fliigt man noch etwa 400 ccm Wasser und dann unter weiterer
Abkiithlung {iberschiissige Salzsdure, wobei eine dicke, harzige, gelb-
rote Masse ausfdllt. Bei abermaliger Abkiihlung wird dieselbe hart,
und bei lingerem Stehen der Mutterlauge bei 00 kristallisiert noch eine
ziemlich erhebliche Menge von weillen Blittchen. Wird die auf der
Pumpe filtrierte und scharf abgesogene Masse in 80 ccm kochendem
Eisessig gelost, so fillt beim Erkalten das Benzoyltyrosin als dicker
Brei von feinen N#delchen aus, welche durch scharfes Absaugen und
Abpressen, ferner durch Auswaschen mit wenig kaltem Fisessig und
spater mit Ather fast farblos werden. Die Ausbeute an diesem schon
ziemlich reinen Produkt betrug 65—709,. Zur weiteren Reinigung wird
dasselbe in der 100-fachen Menge siedendem Wasser gelGst, wobei ein
geringer Riickstand bleibt, und mit Tierkohle gekocht. Aus dem Filtrat
scheidet sich das Benzoyltyrosin beim 24-stiindigen Stehen im Eis-
schrank zum groBten Teil in weiBen, zu Kugeln vereinigten Nidelchen

1) Ann. d. Chem. 307, 141.
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ab, deren Menge etwa 509, der angewandten p-Oxybenzoylaminozimmt-
siure betrdgt. Das Priparat schmilzt bei 191—1930 (korr. 195—1979),
wahrend Erlenmeyer und Halsey 1820 gefunden haben.

Es macht duBerlich den Eindruck einer homogenen Substanz; aber
bei der Spaltung mit Brucin wurde doch eine Beobachtung gemacht,
welche es moglich erscheinen 148t, daB ihm eine kleine Menge einer
isomeren Verbindung beigemengt ist.

Fiir die Umwandlung in Tyrosin haben Erlenmeyer und Halsey
das Benzoylderivat mit konzentrierter Salzsdure auf 1500 erhitzt. Glatter
geht die Reaktion, wenn man die Substanz mit der 60-fachen Menge
20-prozentiger Salzsdure 4 Stunden am RiickfluBkiihler kocht. Sie
geht dabei nach etwa 1/, Stunde in Losung und diese farbt sich im
Laufe der Operation schwach gelbrot. SchlieBlich wird auf 00 abgekiihit,
die ausgeschiedene Benzoésdure ablfiltriert und die Mutterlauge ver-
dampft. Gegen SchluB des Eindampfens beginnt die Kristallisation
des salzsauren Tyrosins. Verdiinnt man jetzt mit Wasser und fiigt so-
viel Natriumacetat hinzu, daB die Salzsiure gebunden wird, so fallt,
zumal beim Abkiihlen, das 4l-Tyrosin fast vollstindig in gldnzenden,
gelblich gefirbten Blittchen aus. Die Ausbeute ist nahezu quantitativ,
denn sie betrug 3,1 g aus 5 g Benzoylkorper. Zur Reinigung wurden
diese 3,1 g in 1100 ccm kochendem Wasser gelost und durch Tierkohle
entfarbt. Aus dem Filtrat fallt dann das dl-Tyrosin beim Abkiihlen in
farblosen, kurzen, ziemlich dicken, hiufig sternformig gruppierten
Niadelchen aus, welche von den langen, biegsamen, seidenglinzenden
Faden des aktiven Tyrosins schon duBerlich zu unterscheiden sind.

Erlenmeyer und Lippl) geben an, daB das kiinstliche Tyrosin
ebenso, wie das natiirliche, sich zwischen 290 und 2950 unter lebhafter
Gasentwickelung zersetzt. Das trifft in der Tat bei langsamem FEr-
hitzen zu. Erwidrmt man dagegen schnell, wie es bei solchen zersetz-
lichen Stoffen ratsam ist, so tritt die Erscheinung beim natiirlichen
Tyrosin erst zwischen 310 und 3140 (korr. 314 und 3189) und bei der
racemischen Verbindung 2—3° héher ein.

Abgesehen von der optischen Inaktivitdt unterscheidet sich das
dl-Tyrosin von den beiden aktiven Formen durch die geringere Loslich-
keit des Hydrochlorats in starker Salzsiure. Lost man z. B. die Base
in der 20-fachen Menge Salzsiure vom spez. Gewicht 1,1, so scheidet
sich schon bei gewdhnlicher Temperatur das Hydrochlorat ziemlich bald
und zum gréBeren Teil in Nadeln aus, wiahrend unter den gleichen Be-
dingungen die aktiven Formen geldst bleiben. Man kann dies Verhalten
sogar benutzen, um aus einem Gemisch bei weitem den groften Teil

1) Ann. d. Chem. 219, 170.
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der racemischen Base zu entfernen, indem man in der angegebenen
Menge Salzsdure 16st und dann lingere Zeit bei 00 stehen 148t.

Spaltung des racemischen Benzoyltyrosins in die aktiven
Komponenten.

20 g fein gepulvertes, umkristallisiertes dl-Benzoyltyrosin werden
mit 33 g Brucin in 2 I, siedendem Wasser gelost. Beim Erkalten triibt
sich die Fliissigkeit rasch, und nach 15-stiindigem Stehen ist ein gelb-
licher, zaher Sirup in reichlicher Menge abgesetzt. In der abgegossenen
Mutterlauge beginnt dann nach einiger Zeit, zumal beim hiufigen Reiben
oder Impfen, die Kristallisation des Brucinsalzes und wird durch hiu-
figes Umschiitteln so beschleunigt, daB nach weiteren 12 Stunden der
groBte Teil der einen Modifikation abgeschieden ist. Man filtriert jetzt
die Kristalle, 16st den ersten Sirup durch Erhitzen mit der Mutterlauge
auf dem Wasserbade und erhilt beim lingeren Stehen der erkalteten
Fliissigkeit eine zweite Kristallisation. Die Wiederholung der Operation
gibt dann noch eine dritte, aber recht geringe Kristallisation. Die Ge-
samtausbeute an kristallisiertem Brucinsalz betrug ebensoviel, wie die
Menge des angewandten Benzoyltyrosins. Zur Reinigung wird das Salz
in der 40-fachen Menge kochendem Wasser gelGst, wobei es zuerst
schmilzt. Das beim Erkalten ausfallende Ol verwandelt sich nach kurzer
Zeit in Kristalle, welche durch abermalige Kristallisation aus derselben
Menge Wasser in gldnzenden, vierkantigen Téfelchen, deren Fcken
hdufig schief abgeschnitten sind, erhalten werden. Seine Menge geht
dabei auf 2/ des kristallisierten Rohprodukts zuriick. Beim weiteren
Umkristallisieren des Salzes dndert sich weder die Kristallform noch das
Drehungsvermdgen des daraus abgeschiedenen Benzoyltyrosins, so da8
man das Salz schon nach 2-maliger Kristallisation aus Wasser als rein
ansehen darf. Es wurde nicht analysiert.

Zur Umwandlung in Benzoyltyrosin 16st man 10 g des reinen Salzes
in 450 ccm kochendem Wasser, fiigt 30 ccm Normalkalilauge zu, kiihlt
auf 00 ab, filtriert nach 1-stiindigem Stehen das auskristallisierte Brucin
ab und versetzt die Mutterlauge mit 45 ccm Normalsalzsdure.

Beim Verdampfen der Fliissigkeit unter stark vermindertem Druck
auf etwa 15 ccm fdllt das Benzoyltyrosin zuerst als harzige, farblose
Masse aus, welche sich aber nach einiger Zeit schon wihrend des Ein-
dampfens in Kristalle verwandelt. Dieselben werden nach volligem Er-
kalten abfiltriert, mit schwach salzsdurehaltigem Wasser gewaschen, in
etwa 80 ccm siedendem Wasser gelost, mit etwas Tierkohle behandelt
und das Filtrat mit ein Paar Tropfen Salzsiure versetzt. Beim Ab-
kiihlen scheidet sich das aktive Benzoyltyrosin zuerst in Oltropfen ab,
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welche aber beim ldngeren Stehen zu schonen gldnzenden Bldttern oder
Tafeln erstarren. Da diese Verbindung dem natiirlichen /-Tyrosin ent-
spricht, so ist sie als

Benzoyl-I-tyrosin

zu bezeichnen. Die Ausbeute an reinem kristallisierten Produkt betrug
nach obigem Verfahren 229 des Racemkorpers, mithin 449, der Theorie.

Fiir die Analyse wurde bei 1000 getrocknet.

0,2008 g Sbst.: 0,4952 g CO,, 0,0959 g H,0.

0,2061 g Sbst.: 8,9 ccm N (209, 761 mm).

CieHysNO,. Ber. C 67,37, H 526, N 4,90.
Gef. ,, 67,25, ,, 5,30, ,, 4,94.

Die Verbindung schmilzt bei 162—163° (korr. 165—166°), mithin
300 niedriger, als der Racemkorper. Sie ist auch in heilem Wasser
erheblich leichter 16slich als jener.

Fiir die Bestimmung des Drehungsvermogens diente eine wisserige
Losung, welche die fiir 1 Molekiil berechnete Menge Kaliumhydroxyd
enthielt. Das Drehungsvermdgen dndert sich etwas mit der Konzen-
tration.

Gesamtgewicht der Lésung I . . 11,5477 g, II 11,8693 g,

Gewicht des Benzoyltyrosins . . 0,928 g, 0,607 g,

Gehalt an Alkali . . . . . . . 3,4 ccm, 2,3 ccm Normalkalilauge,
spezifisches Gewicht . . . . . . 1,0343, 1,0211,

Drehung bei 200 im 2 dm-Rohr 3,200, 1,910,

Mithin [«]2 = 419,250 in 8-prozentiger alkalischer Losung und
[6#]3° = 418,290 in 5-prozentiger alkalischer Ldsung.

Kiinstliches /-Tyrosin.

Beim vierstiindigen Erhitzen des Benzoyl-I-tyrosins mit der
20-fachen Menge Salzsdure vom spez. Gewicht 1,19 auf 1000 findet eine
vollstandige Abspaltung des Benzoyls statt, aber gleichzeitig wird ein
erheblicher Teil, d. h. fast die Hilfte des Tyrosins, racemisiert. Auch
bei Anwendung von 20-prozentiger Salzsdure wurde eine solche Race-
misierung, allerdings in viel schwicherem Mafle, beobachtet. Dagegen
gab eine 10-prozentige Salzsdure gute Resultate.

Dementsprechend wird 1 g des gepulverten Benzoyl-l-tyrosins mit
40 ccm 10-prozentiger Salzsdure im verschlossenen Gefil 8 Stunden
auf 1000 erhitzt. Im Anfang ist es notig, 6fter umzuschiitteln, um die
Substanz zu 16sen. SchlieBlich wird die abgekiihlte Fliissigkeit zur Ent-
fernung der Benzoésdure ausgedthert, dann unter vermindertem Druck

Fischer, Untersuchungen. 8
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verdampft, der Riickstand von salzsaurem Salz mit Natriumacetat vollig
zersetzt, und das abfiltrierte Tyrosin aus heilem Wasser unter Zusatz
von Tierkohle umkristallisiert. Das so erhaltene Praparat zeigte genau
die duBere Form des aktiven Tyrosins, d. h. es schied sich aus Wasser
in ganz langen, seidengldnzenden, biegsamen Nadeln ab.

Fiir die Bestimmung des Drehungsvermigens diente die salzsaure
Losung, und zwar zunichst die Losung in 21-prozentiger Salzsdure, auf
welche sich auch die meisten fritheren Angaben iiber das optische Ver-
halten des natiirlichen Tyrosins beziehen. Eine Losung in Salzsiure
von 219, welche 3,949, Base enthielt und das spez. Gewicht 1,116
hatte, drehte bei 200 das Natriumlicht im 2-Dezimeterrohr 0,76° nach
links. Mithin [“]?)0 = —8,64 .

Fiir natiirliches Tyrosin wurde bei gleicher Konzentration

von Mauthner?) [¢]f = — 17,989,
von Landolt?) [«]X = —8,079,
von Schulze und BoBhard3) [«], = —8,480
gefunden.

Wie man sieht, sind die Differenzen recht gering, und diejenigen
zwischen den Bestimmungen von Schulze und BoBhard und den
meinigen liegen sogar innerhalb der Beobachtungsfehler. Dafl Mauth-
ner und Landolt geringere Werte gefunden haben, erkldrt sich viel-
leicht durch die geringere Reinheit der von ihnen benutzten Basen.
Ich halte es aber auch fiir moglich, daB dem Tyrosin, welches aus Ei-
weikorpern durch Spaltung mit starker Salzsdure, die man in der
Regel fiir diesen Zweck verwendet, gewonnen ist, eine wechselnde Menge
racemischer Base beigemischt ist; denn ein Préaparat, welches aus reinem
Benzoyl-I-tyrosin mit 20-prozentiger Salzsdure bei 1000 dargestellt war,
zeigte unter obigen Bedingungen

[(X]ﬁo = — 7,40 ,

und obschon das Produkt sonst ganz dem aktiven Tyrosin glich, ent-
hielt es also offenbar schon eine erhebliche Menge von Racemkérpern.

Bei geringerer Konzentration der Salzsdure wichst das Drehungs-
vermégen des Tyrosins ziemlich stark, wie schon Schulze und BoB-
hard bei ihrem Pridparat beobachteten; denn sie fanden fiir eine Losung
von 1 g Base in 20 ccm 4-prozentiger Salzsdure

[«], =—15,60,

1) Monatsh. f. Chemie 3 (1882), 345.
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 17, 2838.
3) Zeitschr. f. physiolog. Chemie 9, 98.
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Das synthetische /-Tyrosin gab allerdings einen anderen Wert.
Eine Losung in 4-prozentiger Salzsdure, welche 4,689, Tyrosin enthielt
und das spez. Gewicht 1,034 hatte, drehte bei 200 im 2-Dezimeterrohr
1,280 nach links. Mithin

[«]? = —13,20.

Ich habe deshalb zum Vergleich die Bestimmung mit natiirlichem
Tyrosin, welches aus Casein durch fiinfstiindiges Kochen mit 20-pro-
zentiger Salzsdure dargestellt war, wiederholt und unter den gleichen
Bedingungen gefunden

[¢]? = —12,560.

Also auch hier ist das Drehungsvermogen des natiirlichen Pro-
duktes etwas geringer.

Die stirkere Abweichung der Zahl von Schulze und BoBhard
kann ich mir deshalb nicht erkldren.

Benzoyl-d-tyrosin.

Wie schon erwihnt, 1a8t sich die Verbindung aus dem Racem-
korper durch das Cinchoninsalz gewinnen.

Lost man 1 g Benzoyltyrosin und 1 g Cinchonin in 150 ccm heiBem
Wasser, so scheidet sich nach dem Erkalten zunichst ein Sirup ab, der
wenig Neigung zur Kristallisation hat. Aber beim mehrwochentlichen
Stehen erfolgt die Kristallisation, und wenn man einmal im Besitz der
Kristalle ist, so wird die Gewinnung groferer Quantititen sehr einfach.
Man 16st dann 20g des dl-Benzoyltyrosins mit 20,6 g Cinchonin in 3 I,
kochendem Wasser und trigt in die nur wenig abgekiihlte Losung eine
Probe des kristallisierten Salzes ein. Bei fortschreitender Abkiihlung
erfolgt dann sogleich die Abscheidung des Salzes in farblosen, ziemlich
breiten Nadeln und ist nach 24 Stunden beendet. Zur vélligen Reini-
gung wird dasselbe einmal aus 2 I,, dann noch zweimal aus je 11/, I,
heiem Wasser umbkristallisiert und schlieBlich in derselben Weise zer-
legt, wie es oben fiir das Brucinsalz des Benzoyl-I-tyrosins beschrieben
wurde. Die Ausbeute an Benzoyl-d-tyrosin ist ebenso grol wie dort,
sie betrug 429, der Theorie.

Die Substanz schmolz glatt bei 1620 (korr. bei 165,5%). Die spezi-
fische Drehung wurde ebenfalls in alkalischer Losung, unter ganz dhn-
lichen Bedingungen, wie bei der /-Verbindung, bestimmt.

Eine Losung von 7,716%, und dem spez. Gewicht 1,048 drehte bei
200 im 2-Dezimeterrohr 3,17% nach links. Mithin in alkalischer Losung

[«]¥ = —19,590,
wiahrend fiir die /-Verbindung +19,25° gefunden wurde.
8*
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d-Tyrosin.

Die Darstellung der Base aus dem Benzoylderivat geschah in der
gleichen Weise wie bei dem optischen Antipoden. Sie schmolz unter
Zersetzung, gerade so wie das Isomere, und gab nach dem Trocknen
bei 1000 folgende Zahlen:

0,2007 g Sbst.: 0,4378 g CO,, 0,1117 g H,O0.
CyH,;;NO3. Ber. C 59,66, H 6,07.
Gef. ,, 59,49, ,, 6,18.

Fiir die optische Bestimmung diente wiederum eine Ldsung in
Salzsdure von 219,

Sie enthielt 4,60719, Tyrosin, hatte das spez. Gewicht 1,1175 und
drehte bei 200 im 2-Dezimeterrohr das Natriumlicht 0,899 nach links.
Daraus berechnet sich

[¢]° = 48,640,

Uber rechtsdrehendes Tyrosin liegt bisher nur eine recht unvoll-
kommene Angabe vor. E. v. Lippmann fand in den bleichen SchiB-
lingen der Zuckerriiben eine Base, welche er fiir Tyrosin erklarte, deren
Losung in 25-prozentiger Salzsdure aber nur

[«], = +6,850
zeigte.

Ob das Produkt durch die Analyse, durch Schmelzpunkt und Los-
lichkeit mit dem gewéhnlichen Tyrosin verglichen wurde, ist nicht er-
wahnt. Es bleibt also zweifelhaft, ob von Lippmann wirklich den
optischen Antipoden des /-Tyrosins unter Hinden hatte.

Bevor die Spaltung mit Cinchonin aufgefunden war, wurde der
Versuch gemacht, das d-Tyrosin aus den Mutterlaugen zu gewinnen,
welche bei der Spaltung des r-Benzoyltyrosins resultierten. Dieselben
wurden zunichst in der oben beschriebenen Weise von Brucin befreit
und die Benzoylverbindungen durch Eindampfen der Losung isoliert.

Da aus dem Gemisch das Benzoyl-d-tyrosin durch Kiristallisation
nicht in reinem Zustande zu isolieren war, so wurde das Rohprodukt
durch Kochen mit der 60-fachen Menge 10-prozentiger Salzsiure zer-
legt und das Tyrosin ebenfalls in der vorher beschriebenen Art isoliert.
Zur Abscheidung des Racemkérpers diente dann das schwer 16sliche
Hydrochlorat. Zu dem Zweck wurde die rohe Base in der 20-fachen
Menge Salzsdure vom spez. Gewicht 1,1 warm gelost und die Fliissig-
keit 12 Stunden bei 00 gehalten, wobei sich eine reichliche Menge des
racemischen Tyrosinhydrochlorats in Nadeln ausschied. Die aus der
Mutterlauge durch Verdampfen und Behandeln mit Natriumacetat iso-
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lierte Base wurde dann mehrmals aus heilem Wasser unter Zusatz von
Tierkohle umkristallisiert. Wenn man hierbei die Kristallisation durch
rasches Abkiihlen bewerkstelligt und schnell filtriert, so 148t sich der
Rest des Racemkdrpers, wie es scheint, vollstindig entfernen. Das so
isolierte d-Tyrosin zeigt in der Kristallform, dem Schmelzpunkt und in
der Zusammenzetzung (CoH;;NO3. Ber. C 59,66, H 6,07. Gef. C 59,46,
H 6,21) vollige Ubereinstimmung mit der reinen aktiven Base; aber das
Drehungsvermogen war wesentlich groBer. Denn eine Ldsung des Pro-
dukts in 21-prozentiger Salzsdure zeigte ungefdhr

[zx]go = +11,60,
wihrend eine Losung in 4-prozentiger Salzsdure ungefahr

[06]30 = +16,4:0
ergab.

Ich bin nicht in der Lage, den Grund dieser auffilligen Erschei-
nung angeben zu konnen, halte es aber fiir mdglich, daB die stirkere
Drehung von einer sehr dhnlichen, isomeren Substanz herriihrt, deren
Benzoylverbindung schon dem angewandten dl-Benzoyltyrosin beige-
mengt sein konnte.

Nach den bisherigen Resultaten ist die Spaltung der Aminosiduren
in die optisch-aktiven Komponenten mit Hilfe der Benzoylverbindungen
eine ziemlich allgemein anwendbare Methode, welche ich noch in ver-
schiedenen anderen Fillen benutzen will. So kann ich jetzt schon an-
fithren, daB es auch gelungen ist, aus dem von Erlenmeyer darge-
stellten Benzoylphenylalanin!) mit Hilfe des Cinchoninsalzes ein optisch-
aktives Isomeres zu gewinnen, welches bei 142—143° (unkorr.) schmilzt
und in Alkali gelost ziemlich stark nach links dreht.

Bei den vorstehenden Versuchen habe ich mich der eifrigen und
geschickten Hilfe des Herrn Dr. Fritz Lehmann erfreut, wofiir ich
demselben besten Dank sage.

1) Ann. d. Chem. 213, 18.
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3. Emil Fischer: Spaltung racemischer Aminosduren in die optisch-
aktiven Komponenten. III.

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 33, 2370 (1900).
(Eingegangen am 4. August.)

Die Spaltung der Benzoylverbindungen durch Alkaloide, welche
bisher bei dem racemischen Alanin, Tyrosin, der Glutamin- und Aspa-
raginsdure ausgefiihrt wurde, gelingt auch beim racemischen Leucin.
Mit Hilfe des Cinchoninsalzes erhélt man die in alkalischer Losung
linksdrehende Form in reinem Zustande, und das rechtsdrehende Iso-
mere 148t sich ebenfalls vollig rein durch das Chinidinsalz gewinnen.
GroBere Schwierigkeiten bietet die Verwandlung der Benzoylkérper in
die entsprechenden aktiven Leucine. Dieselben werden verhiltnis-
maBig schwer hydrolysiert, am besten gelingt dies noch durch Kochen
mit der hundertfachen Menge 10-prozentiger Salzsdure. Aber dabei
findet eine teilweise Racemisierung statt; den so hergestellten aktiven
Leucinen waren nach der optischen Untersuchung 4—10 9%, Racem-
korper beigemengt. Wenn es somit auch nicht gelang, die aktiven
Basen ganz rein auf synthetischem Wege darzustellen, so ist das Resultat
immerhin beachtenswert, da man bisher das in der Natur so weit ver-
breitete, in wisseriger Losung linksdrehende Leucin synthetisch {iber-
haupt nicht darstellen konnte und den optischen Antipoden aus dem
Racemkorper nur durch Pilzgdrung erhalten hatl).

Die Neigung zur Racemisierung scheint beim Leucin iiberhaupt
groBer zu sein, als bei den meisten iibrigen Aminosduren. Das zeigte
sich auch bei der Benzoylierung, wo bei Anwendung freier Natronlauge
leicht eine partielle Racemisierung eintritt. Das Leucin néhert sich also
in dieser Beziehung der Glutaminsdure?2).

Die Benzoylderivate des Leucins sind so schoén kristallisierte und
durch ihre physikalische Eigenschaften so scharf definierte Produkte,
daB sie eine willkommene Gelegenheit boten, das natiirliche Leucin mit
den synthetischen Aminocapronsduren zu vergleichen.

1) E. Schulze und BoBhard, Zeitschr. fiir physiol. Chem. 10, 138.
2) E. Fischer, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2466. (S. 101.)
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Bekanntlich haben E. Schulze und Likiernik vor 9 Jahrenl)
nachgewiesen, daBl das durch Erhitzen mit Barythydrat racemisierte
natiirliche Leucin mit der aus Isovaleraldehyd synthetisch erhaltenen
&«-Aminoisobutylessigsdure,

(CH,),CH.CH, . CH(NH,).COOH ,

identisch ist, und durch Vergarung der letzteren mit Schimmelpilzen
gelang es ihnen ferner, den optischen Antipoden des natiirlichen Leucins
zu gewinnen. Ihre Resultate werden durch die Untersuchung der Ben-
zoylverbindungen bestdtigt. Denn sowohl die racemischen wie die
optisch-aktiven Benzoylkdrper, welche einerseits aus dem natiirlichen
Leucin des tierischen Horns oder Caseins und andererseits aus synthe-
tischer &-Aminoisobutylessigsdure dargestellt waren, zeigten vdllig
gleiche Eigenschaften. Zu demselben Resultat fithrte schlieBlich noch
die Vergleichung der beiden racemischen Benzolsulfoverbindungen.
Andererseits gab die normale &-Aminocapronsiure ein Monobenzoyl-
derivat, welches nicht allein durch den niedrigeren Schmelzpunkt (Unter-
schied 79), sondern auch durch die Salze mit aktiven Basen, welche z. Z.
von Herrn Hagenbach genauer untersucht werden, von dem dI-Benzoyl-
leucin scharf unterschieden ist. Eine noch gréBere Differenz (21°) zeigte
sich bei den Schmelzpunkten der Benzolsulfoverbindungen.

In den chemischen Lehrbiichern findet man trotz der Arbeit von
Schulze die normale &-Aminocapronsidure noch immer als Leucin
bezeichnet. Da diese Gewohnheit nur zu Verwechslungen fiihrt, und
da bisher die normale &-Aminocapronsdure iiberhaupt noch nicht mit
Sicherheit in der Natur aufgefunden worden ist, so wird es sich empfeh-
len, den Namen Leucin nur fiir die Isoverbindung:

(CH,),CH.CH,.CH(NH,).COOH ,
zu benutzen.

Darstellung des racemischen Leucins.

Trotz der vielen, iiber diesen Gegenstand gemachten Angaben halte
ich die Mitteilung meiner Erfahrungen nicht fiir {iberfliissig, weil sich
daraus Vorteile fiir die Praxis ergeben haben.

Um das racemische Leucin aus der natiirlichen aktiven Base zu
gewinnen, haben E. Schulze und BoBhard?) dieselbe mit Baryt-
wasser drei Tage lang auf 150—1600 erhitzt. Da das racemische Produkt
leichter kristallisiert, so empfiehlt es sich, fiir solche Versuche das rohe

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 24, 669.
2) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 10, 135.
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Leucin, wie es nach dem {iblichen Verfahren aus Horn gewonnen wird,
zu verwenden. Bekanntlich enthdlt dieses Priaparat aber als Verun-
reinigung einen schwefelhaltigen Korper, der gewohnlich durch Kochen
mit Alkali und Bleioxyd entfernt wird. Dasselbe erreicht man mit
Bleioxyd allein bei 1659, und gleichzeitig findet dann die Racemisierung
des Leucins statt. Daraus ergibt sich folgendes Verfahren fiir die Dar-
stellung des dl-Leucins aus natiirlichem Rohmaterial:

40 g eines schwefelhaltigen und noch braun gefirbten Rohleucins
werden in 600 ccm heilem Wasser gelost und mit 40 g gelbem Bleioxyd
im Autoklaven 7 Stunden auf 1650 erhitzt. Die iibel riechende, braune
Fliissigkeit wird heil abfiltriert, der Riickstand noch mehrmals mit
Wasser ausgekocht, das vereinigte Filtrat in der Warme mit Schwefel-
wasserstoff entbleit und verdampft. Enthdlt das Rohleucin noch Tyro-
sin, so ist es notig, den Riickstand mit siedendem, 25-prozentigem Al-
kohol auszulaugen, in welchem Tyrosin sehr schwer 16slich ist. Die
Flissigkeit wird durch Kochen mit Tierkohle entfdrbt und so lange in
der Wiarme mit absolutem Alkohol versetzt, bis die Kristallisation des
racemischen Leucins beginnt. Dasselbe scheidet sich in stark gldnzenden
Blattchen ab, welche meist zu Biischeln vereinigt sind.

Bei der Qualitdt unseres Rohleucins betrug die Ausbeute 25 g.
Das Produkt war optisch vollig inaktiv und gab folgende Zahlen:

0,2013 g Sbst.: 0,4040 g CO,, 0,1796 g H,O.
CeH,;sNO,. Ber. C 54,96, H 9,92.
Gef. ,, 54,73, ,, 9,92.

Viel bequemer ist die synthetische Darstellung des dl-Leucins. Sie
wurde im wesentlichen nach der letzten Vorschrift von Schulze und
Likiernik?l), welche wieder auf den #lteren Angaben von Hiifner
und Limpricht beruht, ausgefiihrt, dabei aber die unbequeme Zer-
legung der Hydrochlorate mit Bleioxyd in folgender Weise um-
gangen:

Aus dem durch Eindampfen der salzsauren LJsung gewonnenen
Gemisch von Chlorammonium und salzsaurem Leucin 148t sich das
letztere leicht mit warmem Alkohol auslaugen. Versetzt man dann
die alkoholische Fliissigkeit mit konzentriertem Ammoniak in ge-
ringem UberschuBl und wiascht den hierbei entstandenen Niederschlag
nach dem Abfiltrieren mit kleinen Mengen kalten Wassers, bis das
Chlorammonium entfernt ist, so bleibt nahezu reines Leucin zuriick.
Aus 250 g Valeraldehyd, der durch einmalige Fraktionierung des
kduflichen Produktes hergestellt war, wurden so 160 g dl-Leucin er-

1) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 17, 513.
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halten. Zur volligen Reinigung wird die Aminosdure in heifem
Wasser gelost und durch Zusatz von 1—2 Volumina Alkohol wieder
abgeschieden.

Die viel geringere Loslichkeit in Wasser, welche das Priparat im
Vergleich zu den aktiven Formen zeigt, spricht entschieden fiir die An-
nahme, daf} es ein wahrer Racemkorper ist. Dagegen besteht im Schmelz-
punkt von aktiver und inaktiver Form kaum ein Unterschied; derselbe
wurde im geschlossenen Kapillarrohr und beim raschen Erhitzen nahe-
zu konstant bei 293—2950 (korr.) beobachtet. Dabei findet aber Zer-
setzung und Gasentwickelung statt. Das ist der Grund, warum beim
langsamen Erhitzen die Schmelzung schon bei niederer Temperatur
eintritt, dann aber viel stdrker variiert. So beobachtete Cohnl)
ebenfalls in geschlossenem Kapillarrohr 275—2769. Die élteren An-
gaben iiber den Schmelzpunkt des Leucins, 1709, sind jedenfalls un-
richtig.

dl-Benzoylleucin.

Ein Benzoylleucin ist bereits von Destrem2) durch Erhitzen von
Leucin mit Benzoésaure auf 2000 erhalten worden, neben Leucinimid.
Leider fehlt die Angabe iiber den Schmelzpunkt, und da Destrem
auch nicht mitteilt, ob er natiirliches aktives Leucin oder synthetisches
racemisches Produkt verwandt hat, so ist der Vergleich mit den nach-
folgenden Korpern nicht méglich.

Fiir die Darstellung des dl-Benzoylleucins diente das bei den Amino-
sdauren meist recht vorteilhafte Verfahren der Benzoylierung mit einem
groflen UberschuB von Benzoylchlorid in Gegenwart von Natrium-
bicarbonat.

20 g dl-Leucin wurden in 153 ccm (1 Mol.) Normal-Natronlauge und
400 ccm Wasser gel6st, hierzu 76 g Natriumbicarbonat gegeben und
64 g Benzoylchlorid in kleinen Portionen eingetragen. Nach jedes-
maligem Zusatz des Chlorids wurde heftig geschiittelt, bis der Geruch
verschwunden war. Die Operation dauerte 4 Stunden. Zum Schlufl
war die Fliissigkeit durch eine geringe Menge eines Oles getriibt. Sie
wurde deshalb mit wenig Tierkohle geschiittelt, filtriert, mit einem
Uberschul von Schwefelsdure versetzt und der Kristallbrei, nach zwei-
stliindigem Stehen in Eis, filtriert. Das Gemisch von Benzoésdure und
Benzoylleucin blieb in diinner Schicht ausgebreitet an der Luft liegen,
bis es trocken war, und wurde dann zur Entfernung der Benzoésiure

1) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 20, 205.
2) Bull. soc. chim. [2], 30, 481 (1878).
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wiederholt mit groBeren Mengen Ligroin (Sdp. 65—720) ausgekocht.
Der Riickstand 16ste sich in etwa 20 Teilen warmem Ather, und als die
durch Eindampfen etwas konzentrierte Fliissigkeit bis zur beginnenden
Triibung mit warmem Ligroin versetzt war, schied sich beim Abkiihlen
das Benzoylleucin in farblosen, rhomben#hnlichen Platten oder kurzen,
zu Drusen vereinigten Prismen ab.

Die Ausbeute an diesem reinen Produkt betrug 70—759, der
Theorie. Der Verlust ist zum Teil durch die merkliche I,6slichkeit des
Korpers in heiem Iigroin bedingt. Die im Vakuum iiber Schwefel-
sdure getrocknete Substanz verlor bei 110° nicht mehr an Ge-
wicht,

0,2019 g Sbst.: 0,4896 g CO, . 0,1347 g H,O. — 0,2204 g Sbst.: 12,0 ccm N
(189, 752 mm).

C;3H;;NO;. Ber. C 66,38, H 7,23, N 5,96.
Gef. ,, 66,13, ,, 741, , 6,23.

Das di-Benzoylleucin schmilzt bei 135—1390 (137—1410 korr.), d.i.
340 hoher als die aktiven Komponenten. In kaltem Wasser ist es sehr
schwer 16slich, in der Siedehitze verlangt es etwa 200 Teile davon. Beim
Abkiihlen der wisserigen Losung scheidet es sich zuerst alsOltropfen ab,
welche nach einiger Zeit zu feinen Nadeln oder Blattchen erstarren.
Durch Alkohol wird es schon in der Kalte leicht geldst, dhnlich verhalt
es sich gegen Ather, Essigester, Aceton, Chloroform und Eisessig. Es
kristallisiert aus allen diesen Fliissigkeiten in der Regel in Blittchen,
welche hiufig sechseckig ausgebildet sind. Als ausgesprochene Sdure
16st es sich auch leicht in verdiinnten Alkalien und Alkalicarbonaten.
Kupfer- und Bleisalz sind in Wasser sehr schwer 16sliche, feinkdrnige
Niederschldge; leichter 16slich ist das Silbersalz, welches aus heilem
Wasser in langen Nadeln kristallisiert.

Die Hauptmenge des di-Benzoylleucins, welches fiir die nachfolgen-
den Versuche diente, war aus synthetischem Leucin gewonnen, zum
Vergleich wurde aber auch eine andere Probe aus dem racemisierten,
natiirlichen Produkt bereitet. Ein Unterschied zwischen beiden Pri-
paraten in bezug auf Schmelzpunkt oder die anderen, oben geschilderten
Eigenschaften war nicht zu bemerken.

0,2007 g Sbst.: 0,4863 g CO,, 0,1316 g H,0. — 0,2777 g Shst.: 13,8 ccm
N (69, 757 mm).

C1sH;,NOg. Ber. C 66,38, H 7,23, N 5,96.
Gef. ,, 66,08, ,, 7,28, ,, 6,03.

Da ferner die Spaltung in die optisch-aktiven Komponenten mit
beiden Produkten ganz das gleiche Resultat gab, so glaube ich, ihre
Identitdt gewdhrleisten zu konnen.
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Benzoyl-d-Leucin.

Mit obigem Namen bezeichne ich die in alkalischer Losung links-
drehende Form des Benzoylleucins, denn sie entspricht derjenigen Form
desLeucins, welche in wisseriger Losung nach rechts dreht und deswegen
schon in dem Buche von Liandolt: ,,Das optische Drehungsvermégen®,
d-Leucin genannt wird. Fiir die praktische Unterscheidung vom natiir-
lichen /-Leucin wird man allerdings nicht die wisserige Losung, welche
nur schwach dreht, sondern die salzsaure oder die alkalische Ldsung
benutzen, und da ist zu beachten, daBl diese beiden LGsungen bei der
d-Verbindung nach links drehen.

Fiir die Gewinnung des Benzoyl-d-Leucins aus dem racemischen
Produkt diente, wie schon erwdhnt, das Cinchoninsalz.

30 g di-Benzoylleucin und 37,7 g Cinchonin (gleiche Molekiile) werden
fein zerrieben und in 3 I, siedendem Wasser gelost. Beim Erkalten
scheidet sich zundchst eine kleine Menge des Salzes als zdhe Masse ab,
dann aber folgen feine, farblose Nadeln. Ihre Menge betrigt nach
zwolfstiindigem Stehen etwa 25 g. Aus der Mutterlauge gewinnt man
noch 5 g, so daf die Gesamtausbeute 889, der Theorie betrdgt. Zur
Reinigung wird das Salz aus 100 Teilen siedendem Wasser umkristalli-
siert, wobei die erste Kristallisation, welche ungefdhr 609, des gelosten
Salzes betrdgt, ganz rein ist, wihrend aus der Mutterlauge noch etwa
269 weniger reines Material erhalten werden.

Das Salz bildet farblose, meist zu Biischeln vereinigte Nadeln,
welche nicht ganz scharf bei 850 schmelzen. Aus verdiinnter Losung
scheidet es sich manchmal bei lingerem Stehen in grofen, rautenférmigen
Blittern oder Prismen ab. In heilem Alkohol ist es sehr leicht 16slich
und kristallisiert beim Abkiihlen in biegsamen Nadeln. Von Ather wird
es etwa ebenso leicht, wie von heilem Wasser gelost.

Zur Gewinnung des Benzoylleucins werden 20 g fein gepulvertes
Salz in 500 ccm Wasser suspendiert, mit 50 ccm Normalkali versetzt
und auf dem Wasserbade unter kriftigem Schiitteln digeriert, bis vom
urspriinglichen Salz nichts mehr zu bemerken ist. Man 148t erkalten,
filtriert vom Cinchonin, fiigt zur Mutterlauge 54 ccm Normal-Salzsdure
und verdampft im Vakuum auf etwa 40 ccm. Dabei fallt das Benzoyl-
leucin groBtenteils als harzige Masse aus. Dasselbe wird ausgedthert,
die dtherische Ldsung konzentriert und bis zur Trilbung mit Ligroin
versetzt. Beim volligen Erkalten scheidet sich in der Regel ein dickes
Ol ab, das bei starker Abkiithlung in einer Kiltemischung und beim
hiufigen Reiben nach ein bis zwei Tagen kristallisiert. Ist man einmal
im Besitz der Kristalle, so kann man weitere Kristallisationen durch
Impfen auBerordentlich beschleunigen. Die kurzen, derben Prismen



124 Fischer, Spaltung racemischer Aminosduren III.

enthalten 1/, Mol. Kristalldther, welcher durch zweistiindiges Erwadrmen
im Vakuum auf 500 bestimmt wurde.

1,4575 g Sbst. verloren 0,1862 g an Gewicht.
C13H17N03 + 1/2 C4H100. Ber. C4H100 13,60. Gef. C4H100 12,77.

Bei gewohnlicher Temperatur entweicht der Ather auch im Vakuum
nur unvollstdndig. Die dtherhaltige Substanz schmilzt unscharf gegen
600, die dtherfreie Verbindung bei 104—106° (105—107° korr.). Letztere
148t sich auch direkt aus der Losung in Atherligroin durch Einimpfen
von dtherfreien Kristallen gewinnen. Zur Losung bedarf die Verbindung
ungefdhr 120 Teile kochendes Wasser; beim Erkalten filit sie daraus
zunichst als Ol, das jedoch bald zu kurzen, dicken Prismen erstarrt.

Die vom Ather befreite Substanz gab folgende Zahlen:

0,2003 g Sbst.: 0,4864 g CO,, 0,1324 g H,O0. — 0,2436 g Sbst.: 12,8 ccm
N (179, 760 mm).

C1sH;,NOg. Ber. C 66,38, H 7,23, N 5,96.
Gef. ,, 6623, ,, 7,34, ,, 6,10.

Fiir die optische Untersuchung diente eine wisserige Losung, welche
etwas mehr als die fiir ein Molekiil berechnete Menge Normalkalilauge
enthielt.

0,9924 g Benzoylleucin, 6 ccm Normal-Kalilauge, 11,7305 g Loésung, mit-
hin Prozentgehalt 8,46. Spez. Gewicht 1,036. Temperatur 20°. Drehung im
Zweidezimeterrohr bei Natriumlicht — 1,120, Daraus spezifische Drehung:
[x]2° = —6,390 (in alkalischer Losung).

Ein anderes Priparat, welches aus 4-mal umkristallisiertem Cin-
choninsalz dargestellt war, gab [0]2” = —6,440 (p = 9,57).

d-Leucin.

Erhitzt man die Benzoylverbindung mit der hundertfachen Menge
10-prozentiger Salzsdure am RiickfluBkiihler, so tritt nach etwa
11/, Stunden voéllige Losung des geschmolzenen Benzoylkorper ein, und
nach 7 Stunden ist die Hydrolyse beendet. Die Fliissigkeit wurde im
Vakuum auf den zwanzigsten Teil eingedampft, dann zur volligen Ent-
fernung der Benzoésdure mehrmals ausgedthert und nun wieder im
Vakuum zur Trockne verdampft. Das zuriickbleibende, salzsaure Leucin
wurde in der iiblichen Weise durch Kochen der wiasserigen Losung mit
gelbem Bleioxyd entchlort, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit
und die Mutterlauge verdampft, bis der groBSte Teil des Leucins aus-
kristallisiert war. Die abfiltrierte Masse wurde wieder in heiBem Wasser
gelost und durch Verdampfen in zwei Kristallfraktionen zerlegt. Fiir
die optische Untersuchung diente die etwa b-prozentige Losung in
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21-prozentiger Salzsaure. Bestimmung I wurde mit der ersten, Bestim-
mung II mit der zweiten Fraktion ausgefiihrt.

I. 0,4275 g Leucin, 9,1492 g LSsung, mithin Prozentgehalt 4,67. Spez. Ge-
wicht 1,10. Temperatur 20°. Drehung im Dezimeterrohr bei Natriumlicht —0,82°,
Mithin spezifische Drehung [«]2%° = —16,00°.

II. 0,4320 g Leucin, 9,1282 g Lésung , mithin Prozentgehalt 4,73. Spez.
Gewicht 1,10. Temperatur 20°. Drehung im Dezimeterrohr bei weiBSem Licht
—0,880. Mithin spezifische Drehung [x]20°= —16,910.

Da Schulze bei wiederholten Bestimmungen fiir das natiirliche
Leucin unter denselben Bedingungen 17,3—17,50 fand, so war die eine
Kristallisation fast rein, die andere enthielt noch 7—89, der inaktiven
Verbindung. Wie schon frither bemerkt, ist es nicht gelungen, die
Racemisierung génzlich zu vermeiden. Im iibrigen zeigte das Préparat
ganz die Figenschaften desLeucins und die Analysegabstimmende Zahlen:

0,2013 g Sbst.: 0,4032 g CO,, 0,1785 g H,O.

CeH;sNO,. Ber. C 54,96, H 9,92.
Gef. ,, 54,63, ,, 9,85.

Das d-Leucin ist bisher nur von Schulze und BoBhardl) durch
partielle Vergidrung des inaktiven Korpers mit Penicillium glaucum
dargestellt worden. Ihr Verfahren dauert zwar linger, erfordert aber
viel weniger Arbeit und ist deshalb fiir die praktische Gewinnung des
Korpers gewill vorzuziehen, zumal man so auch das Priparat ganz frei
von inaktiven KOrpern erhalten kann.

Fiir obige Versuche wurde hauptsichlich dl-Benzoylleucin aus syn-
thetischem Leucin verwendet; die ganze Spaltung wurde aber in einem
Falle auch mit einem Pridparat durchgefithrt, welches aus Horn dar-
gestellt und durch Erhitzen mit Bleioxyd auf 165° racemisiert war. Das
Resultat war genau das gleiche. Die Kristalle enthielten ebenfalls
1/, Mol. Kristallither.

0,8253 g Sbst. verloren 0,1136 g an Gewicht.

C13Hy;NOg + 1/, CuH;00.  Ber. C,H;o0 13,60. Gef. C,H;,0 13,76.

0,6554 g Sbst., 4 ccm Normal-Kalilauge, Gewicht der Losung 7,0150 g, mit-
hin Prozentgehalt 9,34. Temperatur 20°. Spez. Gewicht 1,040. Drehung bei
Natriumlicht im Dezimeterrohr —0,62°. Mithin spezifische Drehung

[6]20° = —6,380.

Benzoyl-I-Leucin.

Zur Gewinnung desselben dienen die ersten Mutterlaugen vom Cin-
choninsalz des optischen Isomeren. Sie werden zunédchst mit einem
kleinen Uberschu8 von Normalkalilauge zur Fillung des Cinchonins

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 134.
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versetzt, dann das Filtrat mit Normalsalzsdure schwach {ibersittigt.
LaBt man jetzt die Fliissigkeit 12 Stunden stehen, so scheidet sich das
noch in Ldsung befindliche racemische Benzoylleucin, welches nament-
lich in kaltem Wasser viel schwerer 16slich ist als die aktive Form, zum
groBten Teile ab. Seine Menge betrigt etwa 209, des angewandten
Racemkorpers. Die Mutterlauge wird im Vakuum stark eingedampft,
bis der groBte Teil des Benzoyl-l-Leucins abgeschieden ist. Man gieBt
dann den Rest der Fliissigkeit weg, 16st das abgeschiedene Harz in
wenig Alkali und fallt wieder in der Kélte mit Sdure; nach kurzer Zeit
erstarrt der Niederschlag kristallinisch. Zur volligen Reinigung wird
das Produkt in das Chinidinsalz verwandelt.

Zu dem Zweck werden 16 g Benzoylleucin mit 25 g der kristalli-
sierten Base in 41/, I, heilem Wasser gelost. Beim Erkalten scheiden
sich davon 21 g des Salzes in farblosen, ziemlich dicken Prismen oder
rechteckigen Tafeln ab. Die Mutterlauge gibt, in geeigneter Weise kon-
zentriert, noch eine zweite, nicht unbetrachtliche Kristallisation. Zur
volligen Reinigung ist es ratsam, das Salz noch einmal aus heilem
Wasser umzukristallisieren. Fiir die Riickverwandlung in Benzoyl-
I-Leucin diente das bei, dem Cinchoninsalz der isomeren Substanz be-
schriebene Verfahren.

Die Verbindung schmolz, ebenso wie der optische Antipode, im
dtherhaltigen Zustand gegen 600 und getrocknet bei 105—107° korr.
Sie drehte in alkalischer Ldsung nach rechts.

1,0463 g Benzoylleucin, 6 ccm Normal-Kalilauge, 11,9082 g Ldsung, mithin

Prozentgehalt 8,799,. Spez. Gewicht 1,036. Temperatur 20°. Drehung im Zwei-
dezimeterrohr bei Natriumlicht +1,200.

Mithin [#]2° = + 6,590,
Die im Vakuum bei 45% getrocknete Substanz gab folgende
Zahlen:
0,2011 g Sbst.: 0,4910 g CO,, 0,1325 g H,O.
C;3H;;NO;. Ber. C 66,38, H 7,23.
Gef. ,, 66,59, ,, 7,32.

Synthetisches /-Leucin.

Die Gewinnung aus dem Benzoylkorper geschah genau nach der
Vorschrift, welche vorher fiir die isomere Verbindung gegeben wurde.
Das erhaltene Leucin war, wie die Verbrennung zeigte, rein.

0,2010 g Sbst.: 0,4058 g CO,, 0,1816 g H,O.

CeH,3NO,. Ber. C 54,96, H 9,92,
Gef. ,, 55,06, ,, 10,04.
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Fiir die optische Bestimmung diente wieder die Losung in 21-pro-
zentiger Salzsidure.

0,6076 g Sbst.: 13,2778 g Loésung, mithin Prozentgehalt 4,5779%. Spez. Ge-
wicht 1,099. Temperatur 209. Drehung bei Natriumlicht im Zweidezimeterrohr
+1,570.

Mithin spez. Drehung [4]2%° = + 15,590.

Demnach erhielt das Prdparat noch ungefihr 119, Racemkérper.
Immerhin ist man so imstande, auf rein synthetischem Wege das natiir-
liche aktive Leucin in fast reinem Zustande darzustellen.

Als diese Versuche lingst abgeschlossen waren, erschien vor kurzem
die Mitteilung von Albert Schultze?) iiber Benzoylleucin. Er erhielt
ein inaktives Produkt vom Schmp. 135—1400 durch Einwirkung von
Benzoylchlorid auf die alkalische Losung eines Leucins, welches aus
Casein mit Salzsdure dargestellt war und deshalb die aktive Form ge-
wesen sein muf3. Bei dem Versuch von Schultze muB also eine Race-
misierung des urspriinglich aktiven Materials stattgefunden haben.
Meine erste Angabe 2) iiber den Schmelzpunkt des Benzoylleucins, 126
bis 1280, weicht erheblich von obigen Zahlen ab. Das Priparat war
aus einem kauflichen Leucin von unbekanntem Herkommen mit Ben-
zoylchlorid und Natriumbicarbonat dargestellt und hatte bei der Ana-
lyse ziemlich gut stimmende Zahlen ergeben. Seitdem habe ich wieder-
holt aktives Leucin aus Horn oder Casein, welche moglichst sorgfiltig
gereinigt waren, und von denen namentlich das aus Casein den Eindruck
einer reinen Substanz machte, bei Gegenwart von Natriumbicarbonat
benzoyliert. Aus dem Produkt, welches nach Entfernung der Benzoé-
sdure zundchst olig ist, konnte durch Kristallisation nur aktives Benzoyl-
I-Leucin vom Schmp. 1050 isoliert werden. Die Ausbeute an kristalli-
siertem Material war allerdings wenig befriedigend (20—259, der Theorie),
weil die Entfernung der Benzoésiure Schwierigkeiten macht, und weil
die Verbindung im unreinen Zustand auch schwer kristallisiert. Race-
misches Benzoylleucin wurde hier nicht beobachtet, und wenn es iiber-
haupt entstanden war, so kann seine Menge nicht groB gewesen
sein.

Bewerkstelligt man die Benzoylierung des ILeucins mit Natron-
lauge und Benzoylchlorid, so ist das Resultat je nach den angewandten
Mengen des letzteren verschieden. Bei den von Schultze empfohlenen
Quantitidten, wo das Benzoylchlorid mehr als das Fiinffache der theo-
retischen Menge betrigt, und infolgedessen die Temperatur der Fliissig-
keit nicht unerheblich steigt, ist das Hauptprodukt in der Tat racemi-

1) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 29, 470.
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2454. (S. 90.)
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sches Benzoylleucin, aber die Mutterlaugen liefern ein niedriger schmel-
zendes Priparat, welches wahrscheinlich aus der aktiven Form besteht.
Beschrinkt man dagegen die Menge des Benzoylchlorids auf 3 Molekiile
und sorgt dafiir, daB die Temperatur nicht {iber 300 steigt, so hat das
Produkt eine dhnliche Beschaffenheit wie bei der Anwendung von Bi-
carbonat, und es 148t sich daraus aktives Benzoylleucin isolieren. Nach
diesen Beobachtungen ist die Racemisierung bei der Bildung des Ben-
zoylleucins durch die Bedingungen der Operation sehr stark beeinfluBit.

Inaktives Benzolsulfoleucin,
(CH;),CH.CH,.CH(NH.SO,.CsH;). COOH .

Die Verbindung ist aus dem racemischen Leucin ebenso leicht dar-
zustellen, wie der Benzoylkorper, und da sie fast noch schénere
Eigenschaften besitzt wie jener, so ist sie auch zur Identifizierung der
Aminosdure recht geeignet. Ich habe sie deshalb nochmals benutzt,
um das synthetische Produkt mit dem racemisierten Préparat aus Horn
zu vergleichen, und auch hier véllige Ubereinstimmung gefunden.

Zur Darstellung werden 5 g Leucin in 40 ccmNormal-Natronlauge
gelost und dann unter dauerndem Schiitteln im Laufe von zwei Stunden
abwechselnd in kleinen Portionen 21 g Benzolsulfochlorid und 60 ccm
einer 22-prozentigen Kalilauge zugesetzt. Der groBe Uberschuff des
Chlorids ist, gerade so wie bei der Benzoylierung, fiir die Ausbeute vor-
teilhaft. Wenn der Geruch des Chlorids verschwunden ist, scheidet
sich beim Ansduern der Fliissigkeit das Benzolsulfoleucin alsbald kristal-
linisch ab. Seine Menge betrug 809, der Theorie. Es wird aus siedendem
Benzol, von welchem auf 1 g etwa 12 ccm erforderlich sind, umkristalli-
siert. Zur Vervollstindigung der Abscheidung ist Zusatz von Ligroin
forderlich. Das Benzolsulfoleucin wird so in derben Prismen erhalten,
welche bei 140° zu sintern beginnen und bei 1460 (korr.) schmelzen.
Die Verbindung ist in Alkohol, Ather, Aceton, Essigester und Chloro-
form leicht 16slich. Aus kochendem Wasser, von welchem sie etwa
80 Teile verlangt, scheidet sie sich beim Erkalten in schrig zugespitzten
Prismen ab. Die Salze mit Alkalien, Ammoniak, ferner mit Kalium
und Baryum sind in Wasser leicht 16slich und kristallisieren meist in
Nadeln. Das Bleisalz ist schwer 16slich und bildet mikroskopische Pris-
men, das Silbersalz ist in heiBem Wasser ziemlich leicht 16slich und
kristallisiert beim Frkalten in feinen, meist kugelformig vereinigten
Nédelchen.

Da die aktiven Formen nicht bekannt sind, so 148t sich nicht
sagen, ob die vorliegende Verbindung ein echter Racemkérper oder nur
ein Gemisch der optischen Antipoden ist.
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Zur Analyse wurde die Substanz bei 1089 getrocknet. Produkt I
ist aus synthetischem, Produkt IT aus natiirlichem, racemisiertem Leucin
dargestelit.

0,2012 g Sbst.: 0,3888 g CO,, 0,1137 g H,0. — 0,3162 g Sbst.: 14,6 ccm N
(200, 760,56 mm). — 0,2048 g Sbst.: 0,3963 g CO,, 0,1148 g H,0.

C1oHy;NOS. Ber. C 53,14, H 6,26, N 5,16.
Gef. ,, 52,70, 52,77, ,, 6,27, 6,23, ,, 5,29.

Verbindung des dl-Leucin mit Phenylcyanat,

(CH,),CH. CH,.CH .COOH
NH.CO.NH. CgHj

Die Verbindung ist so leicht darzustellen und besitzt so schéne
Eigenschaften, daf sie ebenso wie Benzoyl- und Benzolsulfokdrper zur
Erkennung des Leucins dienen kann. Sie wird dhnlich den Derivaten
der einfacheren Aminosiduren, welche von Paal beschrieben wurden,
durch Schiitteln der alkalischen Ieucinlésung mit Phenylcyanat er-
halten.

1g dl-Leucin wurde in 8 ccm Normal-Kalilauge geldst und zur stark
gekiihlten Fliissigkeit in kleinen Portionen 1 g Phenylcyanat zugefiigt
und jedesmal heftig geschiittelt, bis der Geruch des Cyanats ver-
schwunden war. Die Operation dauerte 1/, Stunde. Nachdem die
Fliissigkeit, welche sich schwach rétlich gefirbt und etwas getriibt
hatte, durch Schiitteln mit Tierkohle gekldrt und entfarbt war, fiel beim
Ansiuern eine zihe Masse aus, welche bald kristallinisch erstarrte. Ihre
Menge betrug 1,82 g. Sie wurde in warmem Alkohol gelost und
diese Losung bis zur Triibung mit heiBem Wasser versetzt. Beim Er-
kalten schied sich die Substanz als dicker Brei farbloser Nadeln aus,
welche fiir die Analyse im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet
wurden.

0,2026 g Sbst.: 0,4651 g CO,, 0,1307 g H,0. — 0,2150 g Sbst.: 21,2 ccm N
(229, 763 mm).

C1sHygN,O,.  Ber. C 62,40, H 7,20, N 11,20.
Gef. ,, 62,61, ,, 7,17, ,, 1121

Die Verbindung schmilzt unter Gasentwickelung gegen 1659 (korr.).
Sie verlangt zur Losung ungefdhr 300 Teile kochendes Wasser, von
kochendem Alkohol aber nicht mehr als zwei Teile, und kristallisiert
aus letzterem in flachen Prismen oder gldnzenden Bldttchen. In Aceton
und Essigester ist sie ebenfalls sehr leicht 16slich, und dann sukzessive
schwerer in Ather, Chloroform, Benzol und Ligroin. Das schwer losliche
Silbersalz kristallisiert in Nzdelchen.

Fischer, Untersuchungen. 9
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Derivate der «-Amino-n-capronsaure.

Zum Vergleich mit den Derivaten des Leucins schien es wiinschens-
wert, auch Benzoyl- und Benzolsulfo-Verbindung der normalen &-Amino-
capronsdure kennen zu lernen.

Als Rohmaterial diente die kdufliche Garungscapronsdure, welche
erst fraktioniert, dann mit Brom und Phosphor bromiert und in be-
kannter Weise amidiert wurde. Fiir die Bereitung der Derivate wurden
dieselben Verfahren wie beim Ieucin angewandt.

Benzoyl-a-amino-n-capronsiure,
CH;.CH,.CH,.CH,.CH(NH.COCzH;). COOH. .

Das Produkt wird entweder aus Ather und Ligroin oder aus heiBem
Wasser umbkristallisiert. Fiir die Analyse war es im Vakuum {iber
Schwefelsdure getrocknet.

0,2009 g Sbst.: 0,4885 g CO,, 0,1318 g H,0.
C;3H,;7;NOg. Ber. C 66,38, H 7,23.
Gef. ,, 66,32, ,, 7,28,

Schmelzpunkt nach geringem Sintern 134° (korr.). Die Saure
kristallisiert meist in kleinen, langlichen, sechsseitigen Bldttchen. Sie
ist leicht 16slich in Alkalien und Ammoniak; das Baryumsalz ist eben-
falls in kaltem Wasser noch ziemlich leicht 16slich und kristallisiert in
kleinen Prismen. Das Silbersalz ist in kaltem Wasser schwer, in heiBem
aber ziemlich leicht 16slich und kristallisiert in Bldttchen. Kupfer- und
Bleisalz sind in Wasser sehr schwer 16slich. Uber die Spaltung der Sdure
in die optischen Komponenten, welche Herr Hagenbach in Angriff
genommen hat, wird spater berichtet.

Benzolsulfo-a-amino-n-capronsiure,
CH;.CH,.CH,.CH,.CH. (NH.SO,.C¢H;). COOH .

Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 909, der Theorie. Dasselbe
wurde in der 10-fachen Menge siedendem Benzol gelost und durch Zu-
satz von Ligroin wieder abgeschieden. Die so erhaltenen, diinnen,
meist facherférmig gruppierten Prismen sinterten etwas bei 120° und
schmolzen bei 1250 (korr.).

0,2029 g Sbst.: 0,3930 g CO,, 0,1115 g H,O.
C1oH;,NO,S. Ber. C 53,13, H 6,27.
Gef. ,, 52,83, ,, 6,11
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Aus heiBem Wasser kristallisiert sie in farblosen Nadeln. Baryum-
und Calciumsalz sind auch in kaltem Wasser ziemlich leicht 16slich.
Letzteres kristallisiert in feinen N4delchen. Das Silbersalz ist in heilem
Wasser ziemlich leicht 16slich und kristallisiert in feinen Néidelchen,
welche meist zu kugelformigen Aggregaten vereinigt sind. Schwer 16s-
lich ist das Kupfersalz.

Bei obigen Versuchen bin ich von Herrn Dr. Wolfes aufs eifrigste
unterstiitzt worden, wofiir ich demselben besten Dank sage.

9%
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4. Emil Fischer und A. Mouneyrat: Spaltung einiger racemischer
Aminosiduren in die optisech-aktiven Komponenten. IV.

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 33, 2383 (1900).
(Eingegangen am 5. August.)

Wie in der zweiten Mitteilung?!) schon kurz angegeben wurde, ge-
lingt es, das synthetische inaktive Benzoylphenylalanin mit Hilfe des
Cinchoninsalzes in die aktiven Komponenten zu spalten. Bei der wei-
teren Verfolgung dieser Beobachtung ergab sich, dafl die eine aktive
Benzoylverbindung auf diesem Wege leicht in ganz reinem Zustande
gewonnen wird. Durch Abspaltung des Benzoyls 18t sich daraus ein
aktives Phenylalanin herstellen, welches bisher unbekannt war und der
optische Antipode des von E. Schulze?) in Lupinenkeimlingen ge-
fundenen, links drehenden Phenylalanins ist.

Wir nennen dementsprechend die neue Verbindung d-Phenylalanin.
Das Benzoyl-l-Phenylalanin, welches in den Mutterlaugen des Cin-
choninsalzes sich befindet, konnte bisher nicht véllig rein erhalten wer-
den, weil kein kristallisiertes Salz mit einer aktiven Base gefunden
wurde. Durch fraktionierte Kristallisation gelang es aber, ein Produkt
zu isolieren, welches nur noch etwa 209, Racemkdrper enthielt.

Die gleiche Spaltungsmethode haben wir ferner auf die &-Amino-
buttersaure angewandt und mit Hilfe des Morphin- bzw. Brucinsalzes
die beiden aktiven Benzoylkorper sowie die entsprechenden aktiven
Aminosduren, welche beide unbekannt waren, erhalten.

Racemisches Benzoylphenylalanin.

Die Verbindung wurde nach dem schonen Verfahren von Erlen-
meyer jun.3) dargestellt. Die Reduktion der Benzoylaminozimmt-
sdure mit der theoretischen Menge 2-prozentigen Natriumamalgams geht
recht glatt vonstatten, wenn man wahrend der Operation fortwahrend

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 3646. (S. 117.)
2) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 9, 85.
3) Ann, d. Chem. %75, 18.
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schiittelt und die Reaktion so leitet, daf} sie fiir Mengen von 200 g in
2 Stunden beendet ist. Die Zerstérung der unverdnderten Benzoyl-
aminozimmtsdure geschah nach der Vorschrift von Erlenmeyer durch
Kochen mit Alkali. Die Ausbeute an reinem Benzoylphenylalanin,
iiber welche Erlenmeyer nichts angibt, betrug bei unseren Reduk-
tionsversuchen 809, der Benzoylaminozimmtsaure.

Der korrigierte Schmelzpunkt des Benzoylphenylalanins liegt bei
187—1889.

Will man aus der Benzoylverbindung das d/-Phenylalanin bereiten,
so ist es nicht notig, wie Erlenmeyer vorschreibt, mit Salzsaure
auf 1500 zu erhitzen. Man erreicht dasselbe durch Kochen der fein ge-
pulverten Substanz mit der 125-fachen Menge 10-prozentiger Salzsdure
am RiickfluBkiihler, wobei nach 2—3 Stunden Losung und nach etwa
8 Stunden vollige Spaltung eintritt.

Benzoyl-d-Phenylalanin.

Wie schon erwidhnt, gelingt die Spaltung des racemischen Pro-
duktes mit Cinchonin, welches mit dem Benzoyl-d-Phenylalanin das
schwerer 16sliche Salz bildet. Da die Kristallisation desselben einige
Schwierigkeiten bietet, so ist es ratsam, den Versuch zuerst im kleinen
auszufithren. Man 16st zu dem Zweck 1,4 g Cinchonin und 1,3 g Ben-
zoylphenylalanin in 350 ccm kochendem Wasser. Beim Abkiihlen triibt
sich die Fliissigkeit und scheidet eine kleine Menge eines braunlich ge-
farbten Sirups ab. Nach volligem Erkalten 148t man die abgegossene
klare Losung im Eisschrank mehrere Tage stehen und verteilt die all-
mahlich erscheinenden Kristallchen durch haufiges Umrithren in der
Fliissigkeit. Ist man auf diese Weise in den Besitz von Impfmaterial
gelangt, so wird der Versuch mit 14,8 g Cinchonin, 13,4 g Benzoyl-
phenylalanin und 31/, I, Wasser wiederholt und die abgekiihlte dekan-
tierte Losung bei Zimmertemperatur mit den Kristallen versetzt. Be-
schleunigt man dann durch hiufiges Umrithren die Kristallisation, so
erhilt man nach 12 Stunden ungefihr 9 g oder 2/3 der Theorie des
kristallisierten Salzes. FEine weitere, aber nicht betrdchtliche Kristalli-
sation gewinnt man durch Eindampfen der Mutterlauge im Vakuum
bis zur Abscheidung eines Sirups und ldngeres Stehenlassen nach Ein-
impfen einiger Kristdllchen. Das zuerst ausgeschiedene Salz wird durch
zweimalige Kristallisation aus der hundertfachen Menge heillen Wassers
ganz rein erhalten, wobei der Verlust sehr gering ist, und bildet dann
lange, farblose Nadeln vom Schmp. 180—181° (unkorrigiert).

Um das Salz zu zerlegen, 16st man 15 g in 2 I, kochendem Wasser,
fiigt 48 ccm Normal-Natronlauge hinzu, kiihlt auf 00 ab, filtriert das ge-
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fallte Cinchonin und versetzt die Mutterlauge mit 60 ccm Normal-Salz-
sdure. Dabei scheidet sich der grofte Teil des Benzoyl-d-phenylalanins
als farblose, leichte, mikrokristallinische Masse ab. Da aber ein nicht
unbetrdchtlicher Teil der Verbindung in den Mutterlaugen bleibt,
so ist es notig, dieselben im Vakuum auf dem Wasserbade stark einzu-
dampfen, wobei eine zweite Kristallisation erfolgt. Die Ausbeute ist
fast quantitativ. Zur vollstindigen Reinigung wird die Substanz aus
der zweihundertfachen Menge kochendem Wasser unter Zusatz von
etwas Tierkohle umkristallisiert. Sie bildet dann schéne, farblose Nadeln,
welche bei 142—1430 (korr. 145—1460), mithin erheblich niedriger als
der Racemkdrper, schmelzen.

Fiir die Analyse wurde sie bei 1000 getrocknet.

0,2066 g Sbst.: 9,6 ccm N (210, 754 mm). — 0,2008 g Sbst.: 0,5236 g CO, ,

0,1020 g H,0.
C1H1505N.  Ber. C 71,4, H 5,61, N 5,20.

Gef. ,, 71,1, ,, 5,64, ,, 525.

Fiir die optische Bestimmung diente die alkalische Losung, da die
Substanz in Wasser zu wenig 16slich ist.
Gewicht der Gesamtlosung 11,939 g, enthaltend 0,756 g Benzoyl-/-Phenyl-

alanin und 3 ccm Normal-Kalilauge; spez. Gewicht 1,022; Drehung bei 200 im
2-Dezimeterrohr bei Natriumlicht 2,210.

Mithin [«]20° = —17,10 (fiir die alkalische Ldsung).

d-Phenylalanin.

Wird die Benzoylverbindung mit der 120-fachen Menge 10-pro-
zentiger Salzsdure auf dem Wasserbade unter 6fterem Umschiitteln
erhitzt, so 16st sie sich im Laufe von etwa 4 Stunden, und nach wei-
terem 6-stiindigen Erhitzen ist die Zersetzung beendet. Nach dem
Erkalten wird die Benzoésiure ausgeidthert, die salzsaure Ldsung im
Vakuum und zum SchluB in einer Schale auf dem Wasserbade zur
Trockne verdampft, dann der Riickstand in der 4-fachen Menge Wasser
gelost und mit einer konzentrierten LOsung von Natriumacetat das
Phenylalanin ausgeféllt. Zur volligen Reinigung 16st man die filtrierte
Kristallmasse in der 25-fachen Menge heiBem Wasser, entfirbt mit
Tierkohle und verdampft das Filtrat groBtenteils auf dem Wasserbade,
wobei das Phenylalanin in schénen Blattchen kristallisiert.

Dieselben wurden fiir die Analyse bei 1000 getrocknet.

0,1709 g Sbst.: 12,6 ccm N (199, 763 mm). — 0,2018 g Sbst.: 0,4835 g CO, ,
0,1212 g H,0.

CoH,;;NO,. Ber. C 65,42, H 6,66, N 8,48.
Gef. ,, 65,34, ,, 6,66, ,, 8,44.



Fischer und Mouneyrat, Spaltung racemischer Aminosiduren IV. 135

Die Verbindung schmilzt beim raschen Erhitzen im XKapillarrohr
unter starker Gasentwickelung bei 283—2849 (korr.), mithin ungefdhr
bei derselben Temperatur wie der Racemkorper, dagegen ist sie in
Wasser leichter 16slich als dieser. 1 Teil 4-Phenylalanin verlangt
35,3 Teile Wasser bei 169.

Fiir die optische Untersuchung diente die wisserige Ldsung.

Gewicht der Losung 13,633 g. Gewicht der Substanz 0,2768 g. Spez. Ge-
wicht 1,0043. Prozentgehalt 2,03. Temperatur 160. Drehung bei Natriumlicht
im 2-Dezimeterrohr +1,430.

Mithin [«]1%° = + 35,080,

Schulzel) fand unter den gleichen Bedingungen fiir den optischen
Antipoden oder das natiirliche Phenylalanin, [4] = —385,30. Die Dif-
ferenz liegt innerhalb der Versuchsfehler.

Viel geringer ist die Drehung einer Losung des d-Phenylalanins in
18-prozentiger Salzsdure.

Gewicht der Losung 18,0239 g. Gewicht der Substanz 0,6311 g. Spez. Gewicht
1,0895. Prozentgehalt 3,59%,. Temperatur 20°. Drehung bei Natriumlicht im
2-Dezimeterrohr +0,540.

Mithin [«]2° = +7,07°.

Zur weiteren Charakterisierung des d-Phenylalanins wurde noch

seine Verbindung mit Phenylisocyanat untersucht, welche wir

Phenylisocyanat-d-Phenylalanin,

CeH;.CH,.CH.COOH
NH.CO.NH.CeH;
nenmnen.

Zur Bereitung derselben wurden 0,5 g d-Phenylalanin in 4 ccm
Normal-Natronlauge gelst und zu der sehr stark gekiihlten Fliissigkeit
allmahlich 0,4 g Phenylisocyanat unter starkem Schiitteln zugesetzt.
Beim Ansduern der filtrierten Losung fiel die neue Verbindung als farb-
lose Masse aus, welche aus 250 ccm kochendem Wasser umkristallisiert
wurde. Die schonen, farblosen Nadeln wurden fiir die Analyse bei 1009
getrocknet.

0,2021 g Shst.: 0,5012 g CO,, 0,1056 g H,O.
CyeHigO3N,. Ber. C 67,60, H 5,63.
Gef. ,, 67,63, ,, 5,80.

Die Verbindung schmilzt bei 180—1819 (korr.) und ist in kaltem
Wasser, Ather und Ligroin fast unldslich, dagegen st sie sich leicht

1) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 9, 85.
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in heiem Alkohol. Bemerkenswert ist das starke Drehungsvermdgen
der alkalischen ILOsung.
Gesamtgewicht der Losung 4,4754 g. Gewicht der Substanz 0,3744 g. Pro-

zentgehalt 8,369,. Spez. Gewicht 1,035. Temperatur 20°. Drehung bei Natrium-
licht im 1-Dezimeterrohr 5,3% nach links.

Mithin [4]2° = —61,270.

Benzoyl-l-Phenylalanin.

Dasselbe befindet sich in den Mutterlaugen, aus welchen das Cin-
choninsalz des optischen Antipoden ausgefallen ist. Fallt man dieselben
mit Alkali und iibersittigt die vom Cinchonin abfiltrierte Lsung mit
Salzsdure, so entsteht ein reichlicher Niederschlag von feinen Nadeln,
welcher hauptsiachlich aus racemischem Benzoylphenylalanin besteht,
da der aktive Korper in kaltem Wasser leichter 16slich ist. Werden die
Mutterlaugen durch Eindampfen im Vakuum stark konzentriert, so
resultiert eine neue reichliche Kristallisation, welche viel aktives Ben-
zoylphenylalanin, allerdings neben Racemkorper, enthédlt. Zur an-
ndhernden Trennung derselben kocht man das gepulverte Produkt mit
der 35-fachen Menge Wasser, wobei der schwerer 16sliche Racemkorper
teilweise zuriickbleibt, und {iberlaBt das Filtrat der Kristallisation.
Wir erhielten so farblose Nadeln, welche keinen scharfen Schmelzpunkt
hatten und nach der optischen Bestimmung ein Gemisch von Benzoyl-
l-phenylalanin mit ungefdhr 209, Racemkérper waren. Es ist uns
leider nicht gelungen, ein kristallisiertes Salz mit einer aktiven Base
darzustellen und dadurch die vollige Reinigung zu erzielen. Durch
Spaltung mit Salzsdure gewinnt man aus diesem Produkt natiirlich ein
noch unreines /-Phenylalanin.

Darstellung der inaktiven &-Aminobuttersdure.

Die Verbindung ist bereits von Schneider sowie Friedel und
Machucal) beschrieben; es scheint uns aber niitzlich, ihre kurzen An-
gaben durch Mitteilung der Erfahrungen, welche wir bei der Bereitung
groBerer Mengen machen konnten, zu erginzen.

Als Ausgangsmaterial diente die kaufliche Gérungsbuttersdure,
nachdem ein Kontrollversuch mit ganz reiner Normalbuttersdure genau
das gleiche Resultat gegeben hatte. Das Kahlbaum’sche Préiparat
wurde zunidchst fraktioniert, wobei nur ein geringer Verlust eintrat,
und dann nach dem Verfahren von Hell-Volhard-Zelinsky bro-
miert. Derselbe Versuch ist schon von Auwers?2) ausgefithrt, das Pro-

1) Ann. d. Chem. Suppl. 2, 71.
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 24, 2220.
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dukt aber nicht auf Brombuttersaure, sondern auf Athylester verarbeitet
worden.

Wir verwandten in einer Operation 250 g Buttersiure, 356 g roten
Phosphor und 880 g trocknes Brom und brauchten dafiir ungefdhr
3 Stunden. Zum SchluB, als die Reaktion sich verzogerte, wurde der
Kolben auf dem Wasserbade erwdrmt. Die braun gefirbte Losung
wurde dann in 11, heiBes Wasser, welches durch einen Riihrer lebhaft
bewegt war, im Laufe von einer Stunde eingetropft, nach dem volligen
Erkalten vom ausgeschiedenen Ol abgegossen und dreimal mit 1/, L
Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten atherischen Ausziige wurden iiber
Chlorcalcium getrocknet, verdampft und der Riickstand im Vakuum
destilliert. Bei 25 mm Druck wurden erhalten:

70—115% 20 g (hauptsdchlich unverianderte Buttersdure),
127—128% 365 g Brombuttersaure,
iiber 1380 25 g (wahrscheinlich héher bromierte Produkte).

Die Ausbeute an Monobrombuttersiure betrug also 809, der
Theorie.

Zur Umwandlung in die Aminosdure werden 100 g der Brom-
buttersdure in kleinen Portionen und unter guter Kiihlung in 400 g
wisserige, bei 00 gesittigte Ammoniaklosung eingetragen, diese klare
Losung in geschlossenen Rohren 6 Stunden auf 1000 erhitzt und dann
die gelb gefarbte Fliissigkeit auf dem Wasserbade bis zur beginnenden
Kristallisation verdampft. Zur Isolierung der Aminosdure ist die von
den fritheren Autoren empfohlene Entfernung der Ammoniumsalze
durch Kochen mit Bleioxyd recht unbequem. Viel rascher gelangt man
auf folgende Weise zum Ziel.

Die eben erwahnte, konzentrierte Losung wird mit dem fiinffachen
Volumen Alkohol (95-proz.) versetzt und dann 2 Stunden bei gewShn-
licher Temperatur stehen gelassen. Dabei scheidet sich die in Alkohol
schwer 16sliche Aminosdure als schone, glinzende Bldttchen ab, wih-
rend das Bromammonjum hauptsichlich in der Mutterlauge bleibt.
Zur vollstindigen Reinigung geniigt es, dieses Produkt mehrmals in
der vierfachen Menge Wasser zu 16sen und in der gleichen Weise durch
Alkohol zu fallen.

Die Ausbeute betrug 289, der angewandten Brombuttersdure.
Weitere 49 lassen sich aus den alkoholischen Mutterlaugen gewinnen.
Man verdampft dieselben bis zur beginnenden Kristallisation, fallt wieder
mit Alkohol und reinigt den Niederschlag, wie oben angegeben. Um
den letzten Rest (39(), welcher in der Mutterlauge bleibt, zu isolieren,
neutralisiert man mit Salzsdure, verdampft zur Trockne und laugt den
Riickstand mit wenig kochendem, absolutem Alkohol aus, worin das
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Hydrochlorat der Aminosidure leicht 16slich ist, wihrend das Bromam-
monium groBtenteils zuriickbleibt. Der beim Verdampfen des Alkohols
bleibende Riickstand wird dann mit Wasser und Bleioxyd gekocht, bis
kein Ammoniak mehr entweicht, das Filtrat entbleit und zur Trockne
verdampft. Die Gesamtausbeute betrug 359, der angewandten Brom-
buttersdure oder 579, der Theorie. Die Nebenprodukte der Reaktion
haben wir nicht untersucht.

Im offenen Kapillarrohr verfliichtigt sich die ®-Aminobuttersdure,
ohne zu schmelzen, oberhalb 3000, im verschlossenen Kapillarrohr
schmilzt sie beim raschen Erhitzen unter starker Gasentwickelung und
Gelbfarbung gegen 3070 (korr.). Die Aminobuttersiure gibt in wisse-
riger Losung mit Kupferacetat das schon von Heintz erwdhnte, schwer
16sliche Kupfersalz und mit Eisenchlorid eine dunkel braunrote Farbung.

Racemische Benzoyl-4-Aminobuttersiaure,

CH,.CH,.CH .COOH
NH.COCgH;

30 g Aminobuttersiure wurden in 300 g Wasser gelost und nach
Zugabe von 220 g Natriumbicarbonat bei gewohnlicher Temperatur
unter fortwihrendem Schiitteln 180 g Benzoylchlorid in kleinen Por-
tionen und im Laufe von 2 Stunden zugesetzt. Gegen Ende der Opera-
tion wurden noch 30 ccm Natronlauge (von 339,) ebenfalls in kleinen
Portionen abwechselnd mit dem Benzoylchlorid zugegeben, so daf zum
SchluB3 der Geruch des letzteren vollstindig verschwand. Beim An-
sduern der filtrierten Losung fiel ein Gemenge von Benzoésaure und
Benzoylaminobuttersdure aus, welche nach dem Trocknen durch Aus-
kochen mit Ligroin getrennt wurden. Zum SchluB wurde die Benzoyl-
aminobuttersdure aus der 25-fachen Menge heilem Wasser umkristal-
lisiert.

Die Ausbeute betrug auffallenderweise nur 509, der Theorie.

Fiir die Analyse war die Substanz bei 1000 getrocknet.

0,218 g Sbst.: 13,4 ccm N (259, 762,56 mm). — 0,2031 g Sbst.: 0,4747 g CO, ,
0,1157 g H,0.

C1H;30;N. Ber. C 63,76, H 6,28, N 6,76.
Gef. ,, 63,74, ,, 6,33, ,, 6,87.

Die Substanz beginnt beim FErhitzen gegen 1400 zu sintern und
schmilzt bei 143—1440 (korr. 145—1469).

Sie 16st sich in 225 Teilen Wasser von 209, in der Siedehitze ist sie
ungefdhr 5 mal leichter 18slich. Sie 16st sich ferner sehr leicht in Al-
kohol, Aceton, Eisessig und Chloroform. Auch von Benzol, Nitrobenzol
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und Anilin wird sie in der Hitze leicht, in der Kélte aber nur wenig
gelost. Schwer 16slich ist sie in Ather und fast unléslich in Ligroin.

Mit Kupferacetat gibt sie in wisseriger Lsung ein hiibsch kristalli-
siertes, griines Salz.

Racemische «-Benzolsulfoaminobuttersiaure.

Man 16st 2 g Aminosdure in 20 ccm Normal-Natronlauge und fiigt
abwechselnd in kleinen Portionen 10 g Benzolsulfochlorid und 100 ccm
Normal-Natronlauge im Laufe von einer Stunde hinzu. Wahrend der
Operation muf} die Fliissigkeit fortwdhrend geschiittelt werden. Wenn
der Geruch des Chlorids verschwunden ist, fallt man mit {iberschiissiger
Salzsdure, kiihlt auf 0° ab und kristallisiert den abgesaugten Nieder-
schlag aus ungefahr 120 ccm kochendem Wasser. Die Ausbeute betrug
809, der Theorie.

Fiir die Analyse war die Substanz bei 1000 getrocknet.

0,2019 g Sbst.: 0,3654 g CO,, 0,0992 g H,0.

CoH 30,NS. Ber. C 49,38, H 5,35.
Gef. ,, 49,36, ,, 5,50.

Die Verbindung schmilzt bei 145—1460 (korr. 148—1499) ohne
Zersetzung und gleicht in der L&slichkeit dem zuvor beschriebenen
Benzoylderivat.

d-Benzoyl-a-Aminobuttersiure.

41 g dI-Benzoylaminobuttersdure und 60 g Morphin werden in 125 g
heilem Wasser gelost. Wird dann auf 00 abgekiihlt und die Wandung
des GefdBes 6fter mit einem Glasstabe gerieben, so beginnt nach einigen
Stunden die Kristallisation. Sorgt man durch hiufiges Umriihren fiir
Verteilung der Kristalle in der dicklichen Fliissigkeit, so sind bei 00
nach etwa 15 Stunden 39 g derselben abgeschieden. Sie wurden abge-
saugt und mit wenig Eiswasser gewaschen. Die Mutterlauge, auf etwa
drei Viertel jhres urspriinglichen Volumens eingedampft, gibt eine zweite
Kristallisation von etwa 7 g. Zur Reinigung wird das Morphinsalz
noch viermal aus heiBem Wasser umkristallisiert, wobei man immer an
Wasser 5/, vom Gewichte des Salzes nimmt. Dabei verliert man un-
gefihr die Hilfte der ersten Kristallisation, so daB die Ausbeute an
reinem Salz etwa 409, der Theorie betrdgt. Das Salz bildet ziemlich
grofe, spieBige Kristalle, welche bei 100° getrocknet den Schmp. 145
bis 1460 (unkorr.) zeigten.

Um daraus die aktive «-Benzoylaminobuttersiure zu gewinnen,
16st man in der 12-fachen Menge Wasser, kiihlt auf 00 ab und fiigt so
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ange eine I6sung von Ammoniumcarbonat hinzu, als noch eine Fallung
erfolgt. Das Morphin wird filtriert und die Mutterlauge mit einem ge-
ringen UberschuBl von Salzsdure versetzt. Dabei fillt der gréBere Teil
der aktiven Benzoylaminobuttersdure aus, den Rest gewinnt man durch
Eindampfen der Mutterlauge im Vakuum. Das Produkt wird einmal
aus heilem Wasser umkristallisiert.
Fiir die Analyse war es bei 1000 getrocknet.
0,2104 g Sbst.: 12,7 cem N (200, 762 mm). — 0,2016 g Sbst.: 0,4717 g CO, ,
0,1152 g H,0.
C11Hy305N.  Ber. C 63,76, H 6,28, N 6,76.
Gef. ,, 63,80, ,, 6,35, ,, 6,90.

Die Substanz schmilzt bei 120—121° (korr.), mithin erheblich
niedriger als der Racemkdrper; sie ist auch in Wasser leichter 1slich,
denn bei 200 verlangt sie davon nur 93 Teile. Desgleichen wird sie von
anderen Ldsungsmitteln durchgehends leichter aufgenommen. Fiir die
optische Bestimmung diente eine wisserige Losung, welche mit der fiir
1 Molekiil berechneten Menge Natronlauge hergestellt war.

Gewicht der Losung 14,3061 g, Gewicht der Substanz 1,1 g, spez. Gewicht

1,0391, Prozentgehalt 7,689, Temperatur 209 Drehung bei Natriumlicht im
2-Dezimeterrohr 4,99.

Mithin in alkalischer Ldsung [«]2%° = + 30,7°.

Eine zweite Bestimmung unter denselben Bedingungen gab +30,89.

d-&-Aminobuttersiure.

Die Benzoylverbindung wird mit der fiinffachen Menge 10-pro-
zentiger Salzsdure 6 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht, die Losung
nach dem Erkalten ausgedthert und auf dem Wasserbade zur Trockne
verdampft, wobei das Chlorhydrat der Aminobuttersdure als schwach
braun gefarbte Kristallmasse resultiert. Dasselbe 148t sich durch Ldsen
in absolutem Alkohol unter Zusatz von einigen Tropfen alkoholischer
Salzsdure und Fillen mit Ather in feinen, farblosen Nadeln gewinnen,
welche fiir die Analyse bei 1000 getrocknet wurden.

0,2032 g Sbst.: 0,2095 g AgCl.
CgH,oO,NCI. Ber. Cl 2545. Gef. Cl 2545.

Das Salz ist in Wasser sehr leicht 16slich und dreht nach rechts.

Gesamtgewicht der Losung 15,6917 g, Gewicht der Substanz 0,7801 g, spez.
Gewicht 1,0201, Prozentgehalt 4,979%, Temperatur 20°, Drehung bei Nattium-
licht im 2-Dezimeterrohr +1,460,

Mithin [«]2° = + 14,51°.
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Um aus dem Salz die freie Aminosaure darzustellen, 16st man in
ungefdhr 70 Teilen Wasser und kocht mehrere Stunden mit einem
groBen UberschuB von gelbem Bleioxyd, bis eine Probe keine Chlor-
reaktion mehr gibt. Das Filtrat wird dann mit Schwefelwasserstoff
gefillt, mit Tierkohle aufgekocht, die farblose Fliissigkeit auf dem
Wasserbade bis zur beginnenden XKristallisation verdampft und mit
Alkohol versetzt. Dabei fillt die Aminosdure in sehr feinen, farblosen
Bldattchen. Die Ausbeute ist nahezu theoretisch. Fiir die Analyse
wurde bei 1000 getrocknet.

0,2037 g Sbst.: 0,3494 g CO,, 0,1604 g H,0. — 0,2017 g Sbst.: 24 ccm N
(249, 766 mm).

C,HyNO,. Ber. C 46,60, H 8,73, N 13,59.
Gef. ,, 46,78, ,, 8,75, ,, 13,45.

Im geschlossenen Kapillarrohr schmilzt sie unter Zersetzung gegen
3030 (korr.), mithin nur wenige Grade niedriger als der Racemkorper.
In wisseriger Losung gibt sie mit Kupferacetat @ahnlich dem Racem-
korper ein schwer 16sliches, blaues Kupfersalz. Die wisserige 19sung
dreht nach rechts.

0,738 g Sbst.: Gesamtgewicht der Losung 13,6546 g. Mithin Prozentgehalt

5,4069%,. Spez. Gewicht 1,0102. Temperatur 20°. Drehung im 2-Dezimeterrohr
bei Natriumlicht +0,87°. Mithin spez. Drehung in wisseriger Losung

[0]2" = +8,00.

Zur Priifung auf Reinheit wurde die Substanz in derselben Weise
wie der Racemkdrper benzoyliert und die Benzoylverbindung, in Wasser
mit der dquivalenten Menge Natronlauge geldst, fiir die optische Be-
stimmung benutzt.

Eine Losung von 4,479, gab, im Dezimeterrohr bei 200 gepriift,
die spezifische Drehung + 299, wihrend eine Kontrollprobe mit ganz
reiner d-Benzoylaminobuttersdure unter den gleichen Bedingungen
429,350 zeigte. Die kleine Abweichung von dem frither gegebenen
Werte ist wohl durch die geringere Konzentration der Losung bedingt.

[-Benzoyl-¢-Aminobuttersidure.

Fiir die Bereitung der Sdure dient entweder der Racemkorper, oder
noch besser, die Mutterlauge von der Kristallisation des Morphinsalzes.
Sie wird zundchst zur Entfernung des Morphins mit Ammoniumcar-
bonat gefillt und das Filtrat mit Salzsdure angesduert. Dabei fillt ein
Gemisch von linksdrehender und racemischer Benzoylaminobuttersiure
aus; den in der Losung verbleibenden Rest gewinnt man durch Ver-



142  Fischer und Mouneyrat, Spaltung racemischer Aminosduren IV.

dampfen im Vakuum. Die vereinigten Produkte werden durch ein-
malige Kristallisation aus heilem Wasser gereinigt.

Tiir die Bereitung des Brucinsalzes, welches die Isolierung der
Linksverbindung ermdglicht hat, 16st man 50 g der gepulverten Sdure
mit 112 g Brucin in 190 g kochendem Wasser und iiberldBt die sirupsse
und schwach braunliche Losung im FEisschrank der Kristallisation.
Diese 148t sich durch Impfung sehr beschleunigen und ist dann nach
24 Stunden in der Regel beendet. Das ausgeschiedene Produkt wird
abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen. Zur volligen
Reinigung ist nochmalige Kristallisation aus heiBem Wasser unter den-
selben Bedingungen wie beim Morphinsalz notig. Dabei entstehen so
groBe Verluste, daB die schliefliche Ausbeute nicht mehr als 259, der
Theorie betragt. Das reine Salz bildet ziemlich groBe, durchsichtige
Kristalle, welche, iiber Schwefelsdure getrocknet, bei 86—879 schmelzen.

Zur Gewinnung der freien Sdure 16st man 20 g des Salzes in 200 g
Wasser, fillt mit 30 ccm Normal-Natronlauge, kiihlt auf 09 ab, filtriert
und versetzt die Fliissigkeit mit 31 ccm Normal-Salzsdure. Der groSte
Teil der Benzoylverbindung wird dabei geféllt, den Rest gewinnt man
durch Verdampfen der Mutterlauge im Vakuum. Zur volligen Reini-
gung geniigt einmaliges Umbkristallisieren aus Wasser.

Die Substanz wurde fiir die Analyse bei 1000 getrocknet.

0,1883 g Sbst.: 11,6 ccm N (199, 755 mm). — 0,2018 g Sbst.: 0,4719 g CO,,
0,115 g H,0.

C;1H;3NO;.  Ber. C 63,76, H 6,28, N 6,76.
Gef. ,, 63,74, ,, 6,33, ,, 7,03.

Die Substanz zeigt denselben Schmelzpunkt, die gleiche Loslich-
keit und dieselbe duBere Form der Kristalle, wie der optische Antipode,
sie dreht aber in alkalischer I6sung nach links.

Gewicht der Losung 13,803 g, spez. Gewicht 1,0392, Gewicht der Substanz

1 g, Prozentgehalt 7,25, Temperatur 20°. Drehung bei Natriumlicht im 2-Dezi-
meterrohr —4,800.

Mithin [«]2° = — 31,89,

wihrend fiir die d-Verbindung +30,68° gefunden wurde.

l-a-Aminobuttersiure.

Sie wurde genau so dargestellt, wie die d-Verbindung, und zeigte
mit Ausnahme der Drehung ganz die gleichen Eigenschaften.

Fiir die freie Sdure wurde gefunden in wisseriger Losung
[x]2" = —17,92° bei 5,319, Gehalt.
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Gewicht der Losung 16,643 g, spez. Gewicht 1,009, Gewicht der Substanz
0,8836 g, Temperatur 20°. Drehung bei Natriumlicht im 2-Dezimeterrohr — 0,859,

Das salzsaure Salz gab in wisseriger Losung bei 4,779, Gehalt
[¢]2° = — 14,340,

Gewicht der Losung 11,4952 g, spez. Gewicht 1,0202, Gewicht der Substanz
0,549 g, Temperatur 20°. Drehung bei Natriumlicht im 2-Dezimeterrohr —1,40°,

Die Abweichungen von den Werten, welche bei den d-Verbindungen
gefunden wurden, liegen innerhalb der Versuchsfehler.
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5. Emil Fischer und Rudolf Hagenbach: Spaltung racemischer
Aminosiduren in die optisch-aktiven Komponenten. V.

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 34, 3764 (1901).
(Eingegangen am 29. Oktober.)

Den frither) behandelten Fiallen ist die Zerlegung der racemischen
a-Amino-Normal-Capronsidure anzureihen. Ihre Benzoylverbin-
dung wird durch Kristallisation des Cinchoninsalzes aus Wasser leicht
gespalten, und die beiden optisch-isomeren Formen konnten in reinem
Zustande isoliert werden. Diejenige, welche das schwer 18sliche Cin-
choninsalz bildet, dreht das polarisierte Licht in alkalischer Ldsung
stark nach links und entspricht der einzigen, bisher bekannten, aktiven
o-Amino-n-Capronsdure, die Schulze und Likiernik2) aus der Racem-
verbindung durch partielle Vergdrung erhielten, und die in salzsaurer
Losung ebenfalls nach links dreht. Wir bezeichnen sie deshalb als /-Ver-
bindung. Leider wird bei der Riickverwandlung der Benzoylverbin-
dung in die Aminosiure ein kleiner Teil racemisiert, so daBl es auf
diesem Wege nicht moglich ist, ganz reine aktive Sdure zu gewinnen.
Die Verhiltnisse liegen also hier ganz dhnlich wie bei dem ILeucin.

l-Benzoyl-a-Amino-n-capronsiure.

b Teile racemische Benzoyl-a-Amino-capronsiure3) werden mit
6,25 Teilen kristallisiertem kauflichem Cinchonin in 750 Teilen kochen-
dem Wasser gelost. Bei lingerem Stehen der erkalteten Fliissigkeit und
ofterem Reiben der Glaswandung kristallisiert das Salz der linksdrehen-
den Benzoylverbindung. Durch Einimpfen einiger Kristalle kann diese
Operation sehr beschleunigt werden. 15—20 Stunden nach Eintritt
der Kristallisation war nach ofterem Umriihren die Abscheidung des
Salzes beendet. Es wurde filtriert und aus der 70-fachen Menge Wasser
umkristallisiert. Die Menge des reinen Salzes betrug in der Regel 3 Teile

1) Berichted. d. chem. Gesellsch. 32, 2451,3638[1899] und 33, 2370, 2383 [1900].
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 523 [1893].
3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2382 [1900]. (S. 130.)
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oder 54%, der Theorie. Auf die Verarbeitung der Mutterlaugen kommen
wir gleich zuriick. Zur Gewinnung der freien Benzoylverbindung werden
10 g fein zerriebenes Cinchoninsalz mit 250 ccm Wasser und 40 ccm
Normal-Kalilauge etwa 1/, Stunde auf dem Wasserbade digeriert, nach
dem Erkalten vom Cinchonin abfiltriert und die Lésung mit 50 ccm
Normal-Salzsdure versetzt. Nach kurzer Zeit beginnt die Kristallisation
der aktiven Benzoylverbindung. Die Mutterlaugen liefern nach dem
Einengen unter vermindertem Druck eine zweite Kristallisation.

Die Ausbeute ist nahezu quantitativ. Durch Umkristallisieren aus
heiem Wasser wird der Benzoylkdrper in schénen, langen, farblosen
Nadeln erhalten. Dieselben enthalten im lufttrockenen Zustande 1/, Mol.
Kristallwasser, welches schon im Vakuumexsikkator iiber Schwefel-
saure zum Teil entweicht, wobei die Masse klebrig wird. Fiir die Be-
stimmung des Kristallwassers wurde bei 1000 getrocknet.

0,1829 g verloren 0,0062 g, wobei die Masse vollig zusammensinterte,
1/, H,0. Ber. 3,55. Gef. 3,39.

Die kristallwasserhaltige Substanz schmilzt bei 539 (korr.). Das
getrocknete Pridparat gab folgende Zahlen:

0,1767 g Sbst.: 0,4305 g CO,, 0,1180 g H,0.
C3H;;NO,;. Ber. C 66,39, H 7,23.
Gef. ,, 66,44, ,, 7,42.

Fiir die optische Bestimmung wurden 1,0672 g kristallwasserhaltige
Substanz in 5 ccm Normal-Kalilauge (etwas mehr als die molekulare
Menge) und ca. 6 ccm Wasser gelost.

Gesamtgewicht der Fliissigkeit 11,2018 g, mithin Prozentgehalt
8,88; spez. Gewicht 1,027; Drehung bei 20° im 1-Dezimeterrohr und
Natriumlicht 20 nach links. Mithin fiir die kristallwasserhaltige Verbin-
dung in alkalischer Losung [&]2" = —21,99.

Da auch nach 6fterem Umbkristallisieren des Cinchoninsalzes dieser
Wert konstant blieb, so glauben wir, dal die aktive Benzoylverbindung
ganz frei von RacemkOrper war. Sie ist in Alkohol zerflieBlich, in Ather
auch ziemlich leicht, in Ligroin dagegen duBerst schwer 16slich; beim
Erwidrmen mit Wasser schmilzt sie und 16st sich beim Kochen in un-
gefahr 80 Teilen.

l-x-Amino-n-capronsdure.

Wird die Benzoylverbindung mit der 150-fachen Mengen zehn-
prozentiger Salzsdure am RiickfluBkiihler gekocht, so ist die Zersetzung
nach 6 Stunden beendet. Nach dem Erkalten wird von der ausgeschie-
denen Benzoésdure filtriert, die LOsung unter vermindertem Druck

Fischer, Untersuchungen. 10
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stark eingeengt, mehrmals ausgedthert, dann zur Trockne verdampft
und das zuriickbleibende Hydrochlorat in der iiblichen Weise durch
Kochen mit gelbem Bleioxyd zerlegt. Die so gewonnene freie Amino-
saure kristallisiert aus heiBem Wasser in farblosen, glinzenden, dem
Leucin dhnlichen Bliattchen, die im verschlossenen Kapillarrohr beim
raschen Erhitzen gegen 2960 schmelzen, wihrend im offenen Kapillar-
rohr zwischen 2600 und 2700 Zersetzung ohne deutliche Schmelzung
erfolgt.
Zur Analyse wurde das Prdparat bei 1200 getrocknet:

0,1793 g Sbst.: 0,3599 g CO,, 0,1606 g H,0.

CeH;3NO,. Ber. C 54,96, H 9,92.
Gef. ,, 54,74, ,, 9,95.

Fiir die optische Bestimmung diente die Ldsung in 20-prozentiger
Salzsdure. Gewicht der Substanz 0,4890 g, Gewicht der Losung 11,4703 g,
mithin Prozentgehalt 4,26; spez. Gewicht 1,10; Drehung im 2-Dezi-
meterrohr bei 200 fiir Natriumlicht 2,100 nach links. Daraus wiirde
sich berechnen [x]’ —22,49. Wie schon erwihnt, haben Schulze
und Likiernik durch Vergirung der &-Amino-#-capronsiure mit
Penicillium glaucum eine aktive Sdure gewonnen, die unter den glei-
chen Bedingungen [«], — 26,60 zeigte. Nimmt man an, da ihr
Priparat reine aktive Saure war, so wiirde sich aus diesen Zahlen
fiir unsere Substanz ein Gehalt von 16 9, Racemkorper ergeben.

d-Benzoyl-a-Amino-n-capronsiure.

Sie findet sich in den Mutterlaugen, aus welchen das Cinchoninsalz

des optischen Antipoden auskristallisiert ist.
 Dieselben werden zunzchst mit iiberschiissigem Alkali versetzt, das
ausgeschiedene Cinchonin abfiltriert und die Mutterlauge mit soviel
Salzsdure versetzt, daB alles Alkali dadurch gebunden wird. L&Bt man
jetzt die Fliissigkeit 1—2 Tage bei 0° stehen, so kristallisiert racemische
Benzoyl-x-amino-#n-capronsdure und zwar ist die Abscheidung so voll-
standig, daB fast gar keine /-Benzoylverbindung mehr in Lsung bleibt.
Verdampft man nun das Filtrat unter stark vermindertem Druck auf
1/, seines Volumens, so kristallisiert nach dem Erkalten allmahlich die
rechtsdrehende Benzoylverbindung in denselben Formen wie das op-
tische Isomere. Die Mutterlaugen geben bei weiterer Konzentration
noch neue Mengen. Die Ausbeute entspricht ungefahr der fiir die /-Ver-
bindung angegebenen Menge, und nach einmaligem Umkristallisieren
aus warmem Wasser ist das Priaparat ganz frei von Racemkorper. Dieses
Resultat, welches bei bloBer Xristallisation von Gemischen aktiver und
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racemischer Substanzen sehr selten erreicht wird, ist um so erfreulicher,
als es uns bisher nicht gelungen ist, ein kristallisiertes Salz der d-Benzoyl-
aminocapronsdure mit einem aktiven Alkaloid zu gewinnen.

Die Kristalle der d-Verbindung schmelzen gerade so wie das op-
tische Isomere bei 53° (korr.) und enthalten Kristallwasser, welches bei
1000 vollig entweicht, wobei eine ganz amorphe Masse zuriickbleibt. Die
Analyse der letzteren gab folgende Zahlen:

0,1951 g Sbst.: 0,4735 g CO,, 0,1293 g H,O.
C,3H;NO;.  Ber. C 66,39, H 7,23.
Gef. ,, 66,18, ,, 7,36.

Fiir die optische Bestimmung diente das kristallwasserhaltige Pra-
parat. 0,9696 g wurden in 5 ccm Normal-Kalilauge und 6,1 ccm Wasser
gelost. Gesamtgewicht der Losung 11,806 g, mithin Prozentgehalt 8,21.
Spez. Gewicht 1,026; Drehung im 1-Dezimeterrohr bei 20° im Natrium-
licht 1,80 nach rechts. Mithin in alkalischer Losung [&]%" + 21,40,
wahrend fiir die /-Verbindung —21,9% gefunden wurde.

d-6-Amino-n-capronsiaure.

Sie wurde ebenso dargestellt wie die /-Verbindung und zeigte mit
derselben duBerlich die groBte Ahnlichkeit. Die Analyse ergab:

0,1701 g Sbst.: 0,3415 g CO,, 0,1529 g H,O0.
Ce¢H;3NO,. Ber. C 54,96, H 9,92.
Gef. ,, 54,75, ,, 9,98.

Fiir die optische Bestimmung diente wieder die Losung in 20-pro-
zentiger Salzsdure.

Gewicht der Substanz 0,4411 g, Gewicht der Losung 11,4090 g, mit-
hin Prozentgehalt 3,86; spez. Gewicht 1,10; Drehung bei 200 im 2-Dezi-
meterrohr fiir Natriumlicht 1,819 nach rechts, woraussich [«]** = + 21,30
berechnet. Das Praparat wiirde demnach ungefdhr 209, Racemkorper
enthalten haben.

Um diesen Schlufl zu kontrollieren, haben wir die Saure durch Be-
handlung mit Natriumbicarbonat und Benzoylchlorid in die Benzoyl-
verbindung zuriickverwandelt und durch deren optische Untersuchung
einen Gehalt von 17,69, Racemkorper gefunden.

SchlieBlich erwdhnen wir noch einen Versuch, den Athylester der
o-Amino-n-capronsiure durch d-Weinsdure in die optischen Kompo-
nenten zu zerlegen, der zwar nur partiellen Erfolg gehabt hat, aber viel-
leicht in anderen Fillen mit Nutzen verwertet werden kann.

10*
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Fiigt man zu einer Losung von 3 Teilen Weinsiure in 5 Teilen Was-.
ser, die auf 00 abgekiihlt ist, allmahlich 3g des inaktiven &-Amino-n-Ca-
pronsduredthylesters), so erstarrt das kalt gehaltene Gemisch nach kur-
zer Zeit zu einem XKristallbrei des sauren Tartrats. Nach Vermischen
mit 4 ccm eiskaltem Wasser wurden die Kristalle abgesaugt, abgepreBt,
in 15 ccm lauwarmem Wasser gelost, nach dem Abkiihlen mit Kalium-
carbonat zersetzt und der ausgeschiedene Ester mit Ather extrahiert.
Die aus dem Ester regenerierte Aminosdure wurde aus Wasser fraktio-
niert kristallisiert. Die erste Fraktion 0,5g war optisch-inaktiv; die
beiden folgenden von je 0,4 g zeigten in 20-prozentiger Salzsiure die
spezifische Drehung +12,80 und +14,99, wihrend die reine d-Amino-
saure + 26,5 haben soll. Man sieht daraus, daB die Methode prinzipiell
brauchbar ist; aber ihre Anwendung wird erschwert durch die leichte
Verseifbarkeit des Esters, welche ofteres Umkristallisieren des Tartrats
unméglich macht.

1) E. Fischer, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 450 [1901].
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6. Emil Fischer und Otto Warburg: Spaltung des Leucins in die
optisch-aktiven Komponenten mittels der Formylverbindung.

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 38, 3997 (1905).
(Eingegangen am 29. November.)

Die friiher beschriebene Zerlegung des racemischen Leucins mittels
der Benzoylverbindung?) ist recht unbequem, da die Riickverwandlung
des aktiven Benzoylkorpers in die Aminosdure durch langeres Kochen
mit 100-fachen Menge Salzsiure bewerkstelligt wird, und die Darstellung
der Benzoylverbindung selbst schon einige Miihe bereitet. Auch die
Zerlegung des Leucinidthylesters mittels Pankreasferment ist fiir die
Bereitung reiner Praparate nicht besonders geeignet2). Da wir aber fiir
den Aufbau aktiver Leucinpeptide groBere Mengen der aktiven Amino-
saure ndtig hatten, so haben wir ein bequemeres Darstellungsverfahren
fiir dieselbe gesucht und durch Benutzung des Formylderivates an
Stelle der Benzoylverbindung gefunden.

Das inaktive Formylleucin 148t sich sehr leicht durch Kochen der
Aminosdure mit Ameisensdure bereiten. Seine Trennung in die op-
tischen Komponenten gelingt ebenfalls leicht mit Brucin, und die Riick-
verwandlung der aktiven FormylkSrper in die Aminosduren 1a8t sich
iiberraschend schnell durch Kochen mit Sduren oder Erwirmen mit
verdiinnten Alkalien bewerkstelligen.

Formyl-dl-leucin.

Bekanntlich ist die Ameisensdure viel mehr zur Amidbildung ge-
neigt, als ihre Homologen. Das zeigt sich auch an dem Verhalten gegen
die Aminosiduren, denn es geniigt, diese mit wasserfreier Ameisensiure
auf 1000 zu erhitzen, um die Formylverbindung zu erzeugen3). Leider
ist, wie zu erwarten war, die Reaktion nicht vollstindig, weil der Proze

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2370 [1900]. (S. 118.)

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 187 [1905].

3) Bei den aromatischen Aminosduren ist diese leichte Bildung des Formyl-
derivates lingst bekannt. Vgl. Zehra, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 23, 3633
[1890].
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offenbar umkehrbar ist. Verwendet man z.B. die 3-fache Menge Ameisen-
saure und erhitzt 10 Stunden, so betrdgt die Ausbeute an Formylkorper
nur 55—609, der Theorie, und es lassen sich aus dem Rohprodukt groBe
Mengen unverdndertes Leucin zuriickgewinnen. Es ist deshalb vorteil-
haft, das durch die Reaktion entstehende Wasser zum groBeren Teil
zu entfernen. Dem entspricht folgende Vorschrift:

Leucin wird mit der 11/,-fachen Menge wasserfreier, kéuflicher
Ameisensiure (von 98,59%,) 3 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt, wo-
bei es geniigt, den Kolben mit einem kurzen, zu einer Kapillare aus-
gezogenen Steigrohr zu versehen. Dann verdampft man unter einem
Druck von etwa 20 mm das Losungsmittel moglichst vollstindig. Der
zuriickbleibende Sirup wird abermals mit der gleichen Menge Ameisen-
sdure 3 Stunden auf 1000 erhitzt, dann wieder abdestilliert und diese
Operation nochmals wiederholt. Beim Verdampfen erstarrt jetzt der
Riickstand kristallinisch.

Dieses Produkt wird ungefdhr mit der 11/,-fachen Menge eiskalter
Normal-Salzsdure verrieben, um das noch unverianderte Leucin zu 16sen,
dann scharf abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser sehr sorgfaltig
gewaschen, um alle Salzsdure zu entfernen. Im Vakuum getrocknet
betragt das fast farblose Rohprodukt gegen 809, der Theorie. Es wird
in der 3-fachen Menge heilem Wasser gelost, mit wenig Tierkohle auf-
gekocht und das Filtrat stark abgekiihlt, wobei es zu einem dicken
Kiristallbrei erstarrt. Der Verlust beim Umkristallisieren betridgt etwa
109, des Rohproduktes. Die salzsaure Lsung enthélt noch Leucin und
auBerdem Formylleucin, welches beim Abdampfen mit {iberschiissiger
Salzsdure auf dem Wasserbade hydrolysiert wird. Das als Riickstand
bleibende salzsaure Leucin wird in bekannter Weise durch Ammoniak
in die Aminosdure zuriickverwandelt, und der endgiiltige Verlust an
Leucin ist dann sehr gering. Fiir die Analyse war das Priparat im
Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet.

0,1826 g Sbst.: 0,3536 g CO, , 0,1372 g H,O. — 0,1878 g Sbst.: 14 cem N
(169, 755 mm) iiber 33-proz. KOH.

C,H;s0sN. Ber. C 52,78, H 823, N 8,82.
Gef. ,, 52,81, ,, 841, ,, 8,66.

Das Formylleucin zeigt keinen ganz konstanten Schmelzpunkt;
es wird bei 1129 weich und schmilzt bei 114—1159. (115—116° korr.).
Es 1ost sich sehr leicht in absolutem Alkohol und heilem Wasser, und
ziemlich leicht in heiBem Essigester; ziemlich schwer in Ather, Benzol
und Chloroform; in Petroldther ist es fast unloslich. Beim langsamen
Abkiihlen in wisseriger Losung kristallisiert es in schon ausgebildeten
Formen, die unter dem Mikroskop an Oktaéder mit haufig abgeschrigten
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Ecken erinnern. Es reagiert sauer und 16st sich leicht in Alkalien und
Ammoniak.

Das Formylleucin 138t sich durch Chlorphosphor leicht in ein Pro-
dukt verwandeln, das wir fiir Formylleucylchlorid, C,Hy.CH(NH
.COH).CO.Cl, halten. Fiir seine Bereitung iibergie8t man 10 g gepulver-
tes Formylleucin in einer Schiittelflasche mit 50 ccm frisch destilliertem,
eiskaltem Acetylchlorid und trdgt im Laufe von 15—20 Minuten unter
Schiitteln und FEiskithlung 14,5 g frisches Phosphorpentachlorid in
5—6 Portionen ein. Hierbei findet klare Losung statt. Sie wird sofort
bei moglichst niederem Druck (0,5 mm) verdampft, der Riickstand
mit trocknem Petroldther verrieben und bei AusschluBl von Feuchtig-
keit abgesaugt. Im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet, ist
das Chlorid ein farbloses, glinzendes, anscheinend kristallinisches Pul-
ver. Die Analyse gab nur annihernde Werte. 0,222 g verbrauchten
11,1 ccm 1/,4-n-Silbernitrat-Losung. Gef. C1 17,7. Ber. Cl 19,97. Die
Versuche iiber die Verwendung des Chlorids zum Aufbau von Polypep-
tiden sind noch nicht abgeschlossen.

Formylglycin, CHO.NH.CH,.COOH.

Gerade so wie beim Leucin werden 5 g reines Glykocoll mit 7,5 g
Ameisensdure 3 Stunden auf 1000 erhitzt, dann unter geringem Druck
verdampft und der Riickstand noch zweimal in der gleichen Weise mit
Ameisensdure behandelt. Zum Schluf} bleibt eine schwach gelbe, kri-
stallinische Masse zuriick. Zur Entfernung von etwas unverandertem
Glykocoll wird sie mit wenig eiskaltem Wasser ausgelaugt und dann
aus der 3-fachen Menge warmem Wasser umkristallisiert. Zur Analyse
war das Prdparat nochmals aus etwa 80 Teilen Essigester umkristallisiert
und im Vakuumexsikkator getrocknet.

0,2031 g Shst.: 0,2595 g CO,, 0,0898 g H,0. — 0,1917 g Sbst.: 22,8 cem
N (20°, 757 mm).

C3H;O3N. Ber. C 34,93, H 4,88, N 13,6.
Gef. ,, 34,85, ,, 4,95, ,, 13,6.

Das Formylglycin erweicht gegen 149° und schmilzt bei 151
bis 1520 (korr. 153—1549) unter Gasentwickelung. Es ist in Wasser und
Alkohol in der Hitze recht leicht 16slich und kristallisiert daraus rasch.
Die Form ist verschieden; manchmal derb, manchmal 4- oder 6-seitige
Blattchen, die 6fters sternformig vereinigt sind. In Aceton und Essig-
ester ist es ziemlich schwer und in Ather und Benzol sehr schwer 16slich.
Es schmeckt stark sauer.

Ahnlich den Aminosduren lassen sich auch die Polypeptide
formylieren. Aus dem Leucylglycin z. B. entsteht ein anfangs
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sirupGses, spater kristallisierendes Produkt, das sich von dem Dipeptid
durch die groBe Loslichkeit in Wasser unterscheidet. Bemerkenswert
ist die leichte Abspaltung der Formylgruppe; denn als eine Losung des
Formylkérpers in iiberschiissiger Normal-Natronlauge (3 Mol.) 3 Tage
im Brutraum gestanden hatte, war eine groBe Menge von Leucylglycin
zuriickgebildet. Auf diese Beobachtung 1af3t sich vielleicht eine neue
Synthese von Polypeptiden mittels der Formylderivate griinden.

Spaltung des Formyl-dl-leucins mit Brucin.

Zu einer Losung von 50g Formyl-di-leucin in 41, absolutem Alkohol
setzt man 124 g wasserfreies Brucin (1 Mol.) und erwarmt unter Um-
schiitteln, bis vollige Losung eingetreten ist. Beim Abkiihlen erfolgt
sofort die Kristallisation vom Brucinsalz des Formyl-d-leucins. Man
1aBt unter zeitweisem Schiitteln 12 Stunden im FEisschrank stehen, saugt
die Kristallmasse scharf ab und wischt sie sorgféltig mit etwa 500 ccm
kaltem Alkohol. Die Menge der Kristallmasse betragt ungefdhr 93 g.
Umlosen des Salzes hat keinen Zweck, da dadurch kein reineres aktives
Formylleucin erhalten wird. Die alkoholische Mutterlauge, die das
Brucinsalz des Formyl-/-leucins enthélt, wird unter vermindertem Druck
verdampft und der Riickstand in 450 ccm Wasser gelost, dann die
Fliissigkeit auf 00 abgekiihlt und mit 175 ccm Normal-Natronlauge
versetzt; dadurch wird das Brucin gefallt. Man 148t noch etwa 10 Mi-
nuten in Eis stehen, saugt dann ab und wiascht mit wenig kaltem Wasser.
Um den sehr kleinen Rest des Brucins zu entfernen, kann man das
Filtrat erst mit Chloroform und dann nochmals mit Ather ausschiitteln,
bis die wasserige Losung mit Salpetersiure keine Brucinreaktion mehr gibt.

Um den gréBeren Teil des Alkalis, das bei lingerer Einwirkung eine
partielle Hydrolyse des Formylk6rpers bewirken kann, zu neutralisieren,
fiigt man mdoglichst bald 23 ccm 5-fach Normal-Salzsdure zu, verdampft
unter geringem Druck auf etwa 100 ccm und iibersdttigt jetzt durch
weitere Zugabe von 15 ccm derselben Salzsiure. Dadurch wird die Ab-
scheidung des Formyl-d-leucins, die schon wahrend des Einengens be-
gonnen hat, vervollstindigt. Man 148t noch eine Viertelstunde in Eis-
wasser stehen, saugt dann ab und wischt mit kaltem Wasser.

Die Ausbeute an rohem Formyl-i-leucin betrug 22 g und nach dem
Umkristallisieren aus der 5-fachen Menge Wasser 19 g.

Das Formyl-d-leucin wird aus dem kristallisierten Brucinsalz ganz
in der gleichen Weise gewonnen. Seine Menge betrug nach dem Um-
kristallisieren 18 g.

Die aktiven Formylleucine zeigen ahnliche Loslichkeitsverhalt-
nisse wie das inaktive Produkt, aber einen erheblich hoheren Schmelz-
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punkt. Dieser ist leider auch nicht ganz konstant; er lag bei den analy-
sierten Praparaten zwischen 139—1420 (141—14490 korr.), nachdem bei
1879 schon Erweichen eingetreten war. Sie kristallisieren aus warmem
Wasser in hidufig zentimeterlangen Formen, die unter dem Mikroskop
als lang gestreckte, schmale Prismen erscheinen und makrospopisch wie
dicke Nadeln aussehen. Fiir die Analyse wurden sie im Vakuum iiber
Schwefelsdure getrocknet. Fiir die Bestimmung des optischen Drehungs-
vermOgens diente die Losung in absolutem Alkohol, in der keine merk-
bare Veresterung im Laufe von einigen Stunden erfolgt.

Formyl-d-leucin.

Fiir die Analyse diente das einmal aus Wasser umkristallisierte
und im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknete Priparat.
0,1880 g Sbst.: 0,3638 g CO,, 0,1405 g H,O. — 0,1933 g Sbst.: 14,4 ccm
N (15%, 763 mm) iiber 33-proz. KOH.
C,H;30;N. Ber. C 52,77, H 8,23, N 8,82.
Gef. ,, 52,78, ,, 8,36, ,, 8,77.

Drehungsvermogen des analysierten Priparates.

1,3347 g Sbst.; dazu 13,3 ccm absoluter Alkohol; Gesamtgewicht
der Losung 11,8965g; d;° = 0,8169. Drehung im 1-Dezimeterrohr bei
200 und Natriumlicht: 4+ 1,760; mithin [&]2" = 419,20, wobei zu be-
merken ist, daf3 der Beobachtungsfehler fiir [«], 0,20 betragen kann.

Das Praparat, welches die spez. Drehung --19,20 zeigte, wurde
nochmals aus der 5-fachen Menge Wasser umkristallisiert und ergab
dann eine etwas geringere Drehung.

1,3446 g Sbst.; dazu 13,4 ccm absoluter Alkohol; Gesamtgewicht
der Losung 12,0247 g; d3° = 0,8169. Drehung im 1-Dezimeterrohr bei
209 und Natriumlicht: 41,720, [x]2" = 18,80 (4-0,20).

Formyl-/-leucin.

Fiir die Analyse und erste optische Bestimmung diente wieder das
einmal aus Wasser umkristallisierte Priparat.
0,1702 g Sbst.: 0,3293 g CO,, 0,1283 g H,O. — 0,1952 g Sbst.: 14,3 ccm
N (129, 753 mm) iiber 33-proz. KOH.
C,H;305N. Ber. C 52,78, H 8,23, N 8,82.
Gef. ,, 52,76, ,, 8,43, , 8,63.
1,3313 g Sbst.; dazu 13,3 ccm absoluter Alkohol; Gesamtgewicht

der Losung 11,8375 g; d;° = 0,8203. Drehung im 1-Dezimeterrohr bei
200 und Natriumlicht: —1,70. [«]% = —18,40 (+0,29).
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Dieses Priparat wurde nochmals aus der 5-fachen Menge Wasser
umkristallisiert.

1,3412 g Sbst; dazu 13,4 ccm absoluter Alkohol; Gesamtgewicht
der Losung 11,9639 g; di’ = 0,8168. Drehung im 1-Dezimeterrohr bei
200 und Natriumlicht: —1,690. [&]2” = —18,50 (+0,20).

In alkalischer Losung gaben die Formylleucine eine viel starkere
Drehung.

Eine 5-prozentige Losung der d-Verbindung in Normal-Natron-
lauge zeigte bei 200 ungefahr die spezifische Drehung + 409, aber die ge-
naue Bestimmung des Wertes ist nicht moglich, weil schon bei der
niederen Temperatur eine langsame Abspaltung der Formylgruppe
erfolgt.

Hydrolyse der Formylverbindung.

Die Abspaltung der Formylgruppe 148t sich sowohl mit Sduren,
wie mit Alkalien leicht bewerkstelligen. Fiir die Gewinnung der aktiven
Form ist aber die saure Hydrolyse vorzuziehen, weil die Gefahr der
Racemisierung geringer ist. Dementsprechend wurde fiir die Dar-
stellung des /-Leucins die Formylverbindung mit der 10-fachen
Menge 10-prozentiger Salzsdure 1—11/, Stunden am RiickfluBkiihler ge-
kocht und dann die Fliissigkeit unter stark vermindertem Druck még-
lichst stark eingedampft. Den Riickstand 16st man in Wasser und ver-
dampft jetzt auf dem Wasserbade, um den Rest der iiberschiissigen
Salzsdure und geringe Mengen von Ameisensdure zum allergroBten Teil
zu entfernen. Zum SchluB 16st man wieder in Wasser, verdiinnt auf ein
bestimmtes Volumen und bestimmt in einem aliquoten Teil dieser Lo-
sung titrimetrisch das Chlor. Dann fiigt man zu dem Hauptteil der
Fliissigkeit die nach dem Chlorgehalt berechnete Menge einer Normal-
Losung von Lithiumhydroxyd, verdampft auf dem Wasserbade auf ein
geringes Volumen, bis der groSte Teil des Leucins auskristallisiert ist,
und fallt den Rest durch absoluten Alkohol, wobei das Lithiumchlorid
in Ldsung bleibt.

Die Ausbeute betrdgt etwa 909, der Theorie, berechnet auf das
aktive Formylleucin; sie ist nicht unerheblich gréBer, als bei der Ab-
scheidung der Aminosiure mittels Ammoniak, die beim Racemkdrper
so gute Dienste leistet. Das hingt zusammen mit der groBeren 1oslich-
keit des aktiven Leucins in Wasser und auch in einer wisserigen Losung
von Ammoniumchlorid.

Zur volligen Reinigung wird schlieBlich das Prédparat in heiBem
Wasser gelost und durch starkes Eindampfen groBtenteils wieder zur
Abscheidung gebracht.
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Da das aktive Leucin in wasseriger Losung zu schwach dreht, so
benutzt man nach dem Vorgange von E. Schulze gewdhnlich eine
Losung in 20-prozentiger Salzsdure mit einer Konzentration von
4—59%,.

Aber die einzelnen Beobachtungen zeigen ziemlich starke Ab-
weichungen. Wihrend Schulze fiir natiirliches Leucin Werte zwischen
+17,3% bis 17,80 fand, erhielt der eine von uns fiir die beiden aktiven
Leucine, die aus der synthetischen Benzoylverbindung dargestellt
waren, Werte von 15,60 bis 160 fiir [«]2° 1). Da die letzteren Bestim-
mungen meist im 1-Dezimeterrohr ausgefiihrt waren, so betrug der Be-
obachtungsfehler etwa 0,40 fiir [«], .

Herr Prof. E. Schulze hat uns jetzt auf unsere Bitte ein Priparat
von Il-Leucin iibersandt, das aus EiweiBkorpern gewonnen und mit be-
sonderer Sorgfalt gereinigt war. Nach der Beobachtung des Herrn
Schulze, die wir bestitigt fanden, und mit Genehmigung des Autors
mitteilen, zeigte es bei den gleichen Konzentrationsverhiltnissen den
Wert [«]2" 416,90, Wir stellen dem nun die Zahlen gegeniiber, die wir
fiir verschiedene Proben von Leucin erhielten, das aus der Formylver-
bindung durch Hydrolyse mit Salzsdure oder auch mit Bromwasserstoff
nach obigem Verfahren gewonnen war.

d-Leucin. Erhalten aus der Formylverbindung durch 11/,-stiin-
diges Kochen mit der 10-fachen Menge Salzsdure am RiickfluBkiihler
und isoliert aus dem Chlorhydrat mit Lithiumhydroxyd. Einmal aus
heilem Wasser umkristallisiert.

1,1781 g Leucin in 20-prozentischer Salzsiure geldst; Gesamt-
gewicht der Losung 32,5207g; 4 = 1,1. Drehung im 2-Dezimeterrohr
bei 20° und Natriumlicht: —1,220 (+0,020). Mithin [¢]2 = —15,30
(1:0,29).

Der mogliche Beobachtungsfehler bei der optischen Bestimmung
ist stets den gefundenen Werten beigefiigt.

Das vorige Priaparat wurde nochmals in wenig iiberschiissiger Salz-
saure gelost und durch Ammoniak gefillt, wobei fast die Halfte in der
Mutterlauge blieb. (Gef. N 10,5. Ber. N 10,7.)

0,6588 g Leucin gelst in 20-prozentiger Salzsdure. Gesamtgewicht
der Losung 14,8296g; 4 = 1,1. Drehung im 1-Dezimeterrohr bei 200
und Natriumlicht: —0,760 (4-0,029). Mithin [&]2° = —15,60 (4-0,49).

d-Leucin. Aus der Formylverbindung durch 10-stiindiges Schiit-
teln mit der 15-fachen Menge Bromwasserstoff (ca. 30-proz.) bei 370
hergestellt und aus dem Bromhydrat mit Ammoniak isoliert, dann aus
heiBem Wasser umkristallisiert.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 33, 2377 [1900]. (S. 118.)
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0,6324 g Leucin geldst in 20-prozentiger Salzsiure. Gesamtgewicht
der Losung 17,2606g; d = 1,1. Drehung im 2-Dezimeterrohr bei 200
und Natriumlicht: —1,260 (4-0,029). Mithin [x]% =—15,60 (4-0,29).

!-Leucin. Aus der Formylverbindung durch 11/,-stiindiges Kochen
mit der 10-fachen Menge 10-prozentiger Salzsiure dargestellt und aus
dem Chlorhydrat mit Ammoniak isoliert, dann aus Wasser umkristal-
lisiert.

0,6985 g Leucin gelost in 20-prozentiger Salzsdure. Gesamtgewicht
der Losung 15,1313g; d = 1,1. Drehung im 1-Dezimeterrohr bei 200
und Natriumlicht: +0,810 (4-0,02°). Mithin [¢]% =-15,90 (+0,49).

I-Leucin. Aus der Formylverbindung durch einstiindiges Kochen
mit der 10-fachen Menge 10-prozentigem Bromwasserstoff dargestellt
und aus dem Bromhydrat mit Ammoniak isoliert; zum Schlu8 aus
Wasser umbkristallisiert. (Gef. C 54,96, H 10,03. Ber. C 54,9, H 10,0.)

0,6749 g Leucin gelost in 20-prozentiger Salzsdure. Gesamtgewicht
der Losung 16,3497¢g; 4 = 1,1. Drehung im 2-Dezimeterrohr bei 20°
und Natriumlicht: +1,430 (4-0,029). Mithin [«]2’ =4-15,80 (4-0,20).

Man sieht daraus,  daB unsere Werte zwischen 15,39 und 15,990
schwanken, wobei aber bei den Bestimmungen im 1-Dezimeterrohr der
Beobachtungsfehler fiir die spezifische Drehung 0,49 betragenkann. Das
Mittel von diesen Versuchen wiirde ungefahr 15,60 sein, was mit den
fritheren Resultaten, die sich auf Leucin aus der Benzoylverbindung
beziehen, ziemlich gut iibereinstimmt.

Wir haben dann endlich noch aus reinem racemischen Leucin die
aktive Verbindung durch Verfiitterung bei einem Kaninchen nach den
Angaben von Wohlgemuth?) dargestellt und aus dem Harn ein Pro-
dukt isoliert, das folgende Drehung gab:

0,2689 g Leucin geldst in 20-prozentiger Salzsdure. Gesamtgewicht
der Losung 6,7310g; 4 = 1,1. Drehung im 1-Dezimeterrohr bei 200
und Natriumlicht: —0,680 (40,020). Mithin [¢]® = —15,5 (4-0,49).

Wenn der neuere Wert von Schulze 16,99 als richtig angenommen
wird, so wiirden alle diese Praparate etwas Racemkérper, im Maximum
etwa 109, enthalten miissen. Wir konnen uns aber nicht verhehlen,
daB auch fiir das Priparat aus EiweiBkorpern die Garantie der abso-
luten Reinheit noch fehlt, da es bekanntlich recht schwierig ist, alle
isomeren oder homologen Aminosauren vollig zu entfernen.

Die Frage nach der wirklichen Drehung des reinen aktiven Leucins
erscheint mithin noch nicht definitiv gelost.

Wir haben endlich durch 48-stiindiges Erwarmen der Formylver-
bindung mit 3 Mol.-Gew. n-Natronlauge auf 37° aktives Leucin bereitet,

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 38, 2064 [1905].
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aber bei solchen Préparaten stets eine etwas geringere Drehung (14,80
in obiger salzsaurer Losung) beobachtet, als bei denjenigen, die durch
saure Hydrolyse dargestellt waren. Die Schnelligkeit der alkalischen
Spaltung ergibt sich aus folgenden Beobachtungen:

3 g Formyl-d-leucin in 57 ccm #-NaOH (ca. 3 Mol.-Gew.) geldst.
Drehung im 1-Dezimeterrohr bei Natriumlicht und 20° nach:

0 Stunden . . ....... -+ 2,250

8 ' im Brutraum —-0,50
26 ” " ’ —0,20
48 ’ ’ ’ —0,330

Da die Drehung des Leucins in alkalischer Ldsung bekannt ist,
kann man aus diesen Zahlen die Schnelligkeit der Hydrolyse ungefahr
berechnen.

Zum SchluB fithren wir noch eine merkwiirdige Beobachtung be-
ziiglich des Geschmacks der beiden Leucine an. Wahrend die natiirliche
l-Verbindung fade und ganz schwach bitter schmeckt, hat der optische
Antipode, der bisher in der Natur nicht gefunden wurde, einen ausge-
sprochen siilen Geschmack. Dadurch erkldrt es sich, daB3 das racemische
Leucin auch schwach siil schmeckt.

Man ersieht aus dieser Beobachtung, daB der siiBe Geschmack
keineswegs eine allgemeine FEigenschaft der natiirlichen «-Amino-
sduren ist.

Obige Spaltungsmethode diirfte fiir manche racemischen Amino-
sduren anwendbar sein. So kdnnen wir schon jetzt mitteilen, daB nach
Versuchen des Herrn W. Schoeller die Zerlegung des Formylphenyl-
alanins durch Brucin leicht gelingt.
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7. Max D. Slimmer: Uber Aminovaleriansiuren.

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 35, 400 (1902).
(Eingegangen am 13. Januar.)

Unter den Spaltungsprodukten der Proteinstoffe sind wiederholt
Aminovaleriansduren beobachtet worden. Eine derselben, welche von
E. und H. Salkowskil) bei der Faulnis von Fibrin, Fleisch und Leim
gefunden wurde, ist als -Amino-xn-valeriansiure charakterisiert worden.
Uber die Struktur der anderen weifl man aber so gut wie gar nichts, und
da auch die analytische Untersuchung wegen der schwierigen Beschaf-
fung dieser Produkte sehr miithsam ist, so schien es zweckmaBiger, die
verschiedenen Aminovaleriansduren synthetisch zu bereiten und durch
das Studium ihrer Derivate so zu kennzeichnen, daB sie mit den natiir-
lichen Produkten verglichen werden kénnen. Das ist der Zweck der nach-
folgenden Versuche, welche ich auf Veranlassung von Herrn Prof. Emil
Fischer ausgefithrt habe.

Von den zwdlf theoretisch moglichen Aminovaleriansduren sind
folgende fiinf bekannt:

1. «-Amino-n-valeriansaure. 2. a-Aminoisovaleriansiure.
3. f-Aminoisovaleriansiure. 4. y-Amino-n-valeriansdure.
5. d-Amino-n-valeriansiure.

Die beiden letzten sind durch den leichten Ubergang in ihre An-
hydride von den iibrigen so scharf unterschieden, daB ihre Erkennung
keine Schwierigkeiten bietet. Dagegen ist die Kenntnis der drei iibrigen
so liickenhaft, dafl es kaum moglich sein wiirde, ein natiirliches Produkt
mit ihnen zu identifizieren. Ich habe sie deshalb ausfiihrlicher unter-
sucht und eine gr6Bere Zahl von Derivaten dargestellt. Ferner habe ich
die bisher unbekannte «-Aminomethylithylessigsaure nach dem Ver-
fahren von Tiemann?) aus dem Methyldthylketon durch Anlagerung
von Blausiure und Ammoniak bereitet.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 31, 777 [1898]; 16, 1192 [1883].
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 14, 1971 [1881].
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Da die Aminosiuren, welche aus den Proteinstoffen entstehen,
meist optisch aktiv sind, so habe ich auch noch versucht, die beiden bis
jetzt bekannten &-Verbindungen mit Hilfe der Methode von E.Fischerl)
in die optischen Komponenten zu spalten, ohne aber bis jetzt zu end-
giiltigen Resultaten zu gelangen.

I. #-Aminoisovaleriansdure, (CHj), CH.CH (NH,).COOH

Sie wurde von Clark und Fittig2) aus der Bromverbindung und
von Lipp?3) aus Isobutyraldehyd gewonnen.

Das erste Verfahren ist fiir die Darstellung geeigneter. Beim Ar-
beiten in groBerem Mafistabe habe ich aber einige kleine Abdnderungen
zweckméBig gefunden und bin bei folgendem Verfahren stehen geblieben.

500 g &-Bromisovaleriansdure werden mit 1500 g wésserigem Am-
moniak, welches bei 159 gesittigt ist, unter Zusatz von 500 g gepulver-
tem, kauflichem, kohlensaurem Ammonium in einem eisernen Auto-
klaven 8 Stunden auf 1000 erhitzt, wobei der Druck auf 5—6 Atmo-
sphiren steigt. Die schwach braun gefarbte Fliissigkeit wird nach dem
Offnen des Autoklaven wieder zum Kochen erhitzt, wobei sich manch-
mal Eisenhydroxyd abscheidet, dann filtriert und auf 1/3 ihres Volumens
eingedampft. Hierbei und noch mehr beim Abkiihlen scheidet sich der
grofte Teil der Aminosdure als fast farblose Kristallmasse ab. Fiir die
Gewinnung des Restes wird die Mutterlauge mit Salzsdure schwach an-
gesduert, zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit ungefdhr
einem Liter 80-prozentigem Alkohol ausgelaugt, wobei die Aminosiure
als Hydrochlorat in Losung geht. Leitet man in das Filtrat gasformiges
Ammoniak ein, so fillt nach einiger Zeit die Aminosdure aus, wahrend
die Ammoniumsalze in Losung bleiben.

Man vermeidet so die fiir groBere Mengen unbequeme Entfernung
des Halogens durch Bleioxyd. Die Ausbeute betrigt etwa 709, der
Theorie, und das Produkt ist so rein, daB es fiir die Darstellung aller
Derivate direkt benutzt werden kann.

Der Beschreibung der freien Sdure von Clark und Lipp kann ich
folgendes hinzufiigen. Im geschlossenen Kapillarrohr schmilzt sie beim
raschen Frhitzen gegen 2980 (korr.) unter Zersetzung. Der Geschmack
ist sii}. Sie 16st sich bei 159 in 11,7 Teilen Wasser.

Fiir diese Bestimmungen diente ein durch Kristallisieren aus heilem
Wasser gereinigtes Priparat, welches nach dem Trocknen bei 1000 die
folgenden Zahlen gab:

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2451 [1899]. (S. 87.)
2) Ann. d. Chem. 139, 200 [1866].
3) Ann. d. Chem. 205, 18 [1880].
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0,3112 g Sbst.: 0,5854 g CO,, 0,2681 g H,O0. — 0,2487 g Sbst.: 25,7 cem N
(180, 752 mm).
CyH;;O,N. Ber. C 51,28, H 9,40, N 11,95.
Gef. ,, 51,15, ,, 9,61, ,, 11,99.

Das von Clark und Fittig schon beschriebene Hydrochlorat
schmilzt bei 1899 (korr.).
Der

x-Aminoisovaleriansduredthylester

wird auf die gewShnliche Weise) mit Alkohol und Salzsdure dargestellt,
mit Alkali und Kaliumcarbonat isoliert und iiber Natriumsulfat getrock-
net. Unter 8 mm Druck siedet er bei 63,50 (F. g.i. D.). Beigewohnlichem
Druck siedet er bei 1749, wobei aber schon ziemlich starke Zersetzung
. 150

bemerkbar ist. Spez.-Gew. 0,9617, YOk

Der Ester ist durch Unbestandigkeit ausgezeichnet; denn bei ge-
wohnlicher Temperatur beobachtet man schon nach mehreren Stunden
die Abscheidung von Kristallen, und nach 24 Stunden ist schon die
Hauptmenge in das feste Produkt (wahrscheinlich ein Piperazinderivat)
umgewandelt.

Fiir die Analyse diente ein frisch destilliertes Préparat.

0,2135 g Sbst.: 0,4516 g CO, , 0,2006 g H,O0. — 0,1901 g Sbst.: 16,4 ccm N

(229, 739 mm).
C,H,;;0,N. Ber. C 57,93, H 10,34, N 9,65.

Gef. ,, 57,69, ,, 10,44, ,, 9,71.

In Wasser ist der Ester leicht 16slich, wird aber durch Kalium-
carbonat ausgesalzen. Das in kaltem Wasser recht schwer 16sliche
Pikrat bildet kleine gelbe Kristalle, welche bei 139,50 (korr.) schmelzen.
Beim Kochen mit Wasser wird es langsam zersetzt, auch beim Auf-
bewahren in trockenem Zustande sinkt der Schmelzpunkt.

Das Bitartrat kristallisiert aus Wasser, in welchem es leicht 16s-
lich ist, in diinnen Prismen. Dabei findet eine teilweise Spaltung in die
optischen Komponenten statt, denn die aus dem Tartrat freigemachte
Aminosdure ist optisch aktiv. Als Maximum der Drehung wurde in
20-prozentiger Salzsdure die spezifische Drehung = +11,469 gefunden,
aber ebensowenig wie bei den analogen Versuchen von E. Fischer
und Hagenbach?) ist es gelungen, auf diesem Wege ein Priparat von
konstanter Drehung zu erhalten.

1) Vgl. E. Fischer, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 433 [1901]. (S.173.)
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 3764 [1901]. (S. 148.)
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Die
Benzoyl-a-aminoisovaleriansiure,

(CH,),CH.CH. (NH.COCgH;).COOH ,

wurde mit Benzoylchlorid und Bicarbonat nach dem Verfahren von
E. Fischerl) dargestellt. Zur Trennung von der Benzoésiure fallt
man die dtherische Losung mit Petroldther. Die Ausbeute betrug 639,
der Theorie. Fiir die Analyse war die Verbindung bei 1000 ge-
trocknet.

0,0894 g Sbst.: 0,2130 g CO, , 0,0546 g H,0. — 0,3229 g Sbst.: 18,3 ccm N

(179, 753 mm).
CoH;50,N.  Ber. C 65,15, H 6,78, N 6,33.

Gef. ,, 64,98, ,, 6,82, ,, 6,50.

Die Substanz schmilzt bei 132,59 (korr.). Sie ist in Ather und Al-
kohol ziemlich leicht, dagegen in Wasser auch in der Hitze sehr schwer
16slich und in Ligroin so gut wie unloslich. Sie kristallisiert aus Ather
auf Zusatz von Ligroin in schénen Bladttchen.

Thre Salze mit Morphin, Brucin, Cinchonin und Strychnin waren
sirupos; das Chininsalz zeigte Neigung zum Kiristallisieren, war aber
auch fiir die Spaltung in die optischen Komponenten nicht ge-
eignet.

Verbindung mit Phenylisocyanat.
(CH;),CH.CH(NH.CO.NH.CgH;).COOH .

Die Aminosdaure wird mit ein Mol.-Gew. Kalilauge in 40 Teilen
Wasser gelost und bei 00 unter heftigem Riihren 5/, Mol.-Gew. Phenyl-
isocyanat langsam zugetropft. Beim Ansduern der filtrierten Ldsung
fallt das neue Produkt zuerst als zdhe harzige Masse aus, welche nach
mehreren Stunden kristallinisch erstarrt. Die Ausbeute ist fast quan-
titativ. Die Substanz wurde aus ungefdhr 130 Teilen heiBem Wasser
umkristallisiert und bildet dann farblose Blattchen, welche bei 163,50
(korr.) unter Zersetzung schmelzen.

0,3429 g Sbst. (bei 1000 getrocknet): 0,7658 g CO, , 0,2060 g H,O. — 0,1259 g
Sbst. (bei 100° getrocknet): 13 ccm N (179, 756 mm).

C1oH;60sN,. Ber. C 61,01, H 6,77, N 11,86.
Gef. ,, 60,91, ,, 6,72, ,, 12,09.

Die Substanz ist in heiBem Alkohol ziemlich leicht, in Ather recht
schwer, in Alkalien und Alkalicarbonaten leicht 16slich.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 32, 2454 [1899]. (S. 90.)

Fischer, Untersuchungen. 11
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Isopropylphenylhydantoin,
/NH——CH.CH(CH,),
N(CgH;).CO

Das Phenylcyanatderivat wird in 25 Teilen Salzsdure vom spez.
Gewicht 1,19 heif gelost und die Losung auf die Halfte eingedampft.
Beim Abkiihlen fillt das Hydantoin in feinen, langen Nadeln aus. Fiir
die Analyse wurde es aus der dtherischen Losung mittels Petrolather
gefillt und bei 1000 getrocknet:

0,3461 g Sbst.: 0,8364 g CO, , 0,2067 g H,O. — 0,2902 g Sbst.: 32,2 ccm N

(179, 757 mm).
C1oH140,N,.  Ber. C 66,05, H 6,42, N 12,84,

Gef. ,, 65,91, ,, 6,68, , 13,00.

Schmp. 124—125° (korr.). In heilem Wasser ist es recht schwer,
in Alkohol und Ather dagegen leicht 16slich. Durch Alkali wird es in der
Hitze sofort, in der Kilte etwas langsamer in die Hydantoinsiure zu-
riickverwandelt.

II. x-Amino-n-valeriansiure,
CH;.CH,.CH,.CH(NH,).COOH .

Die Saurewurde von Lip p aus normalem Butyraldehyd 1) gewonnen.
Seitdem die normale Valeriansdure kauflich ist, scheint mir die Darstel-
lung aus der Bromverbindung bequemer zu sein. Die x-Brom-#n-
valeriansdure ist eine farblose Fliissigkeit, welche unter 10 mm Druck
bei 670 siedet.

Die Umwandlung in die Aminosdure wurde in der zuvor beschrie-
benen Weise ausgefithrt. Die Ausbeute betrug 60—629, der Theorie.
Fiir die Analyse war das Pridparat aus heiBem Wasser umkristallisiert
und bei 110° getrocknet.

0,2831 g Sbst.: 29,4 ccm N (189, 754 mm). — 0,3072 g Sbst.: 0,5763 g CO, ,
0,2606 g H,O.

CsH,;;0,N. Ber. C 51,28, H 9,40, N 11,95.
Gef. ,, 51,16, ,, 9,49, ,, 12,07.

Die Aminosdure 16st sich bei 150 in 9,3 Teilen Wasser. Aus heiem
Wasser, in welchem sie viel leichter 16slicher ist, kristallisiert sie in farb-
losen Blittchen, die beim raschen Erhitzen in geschlossenem Kapillar-
rohr unter Zersetzung gegen 291,59 (korr.) schmelzen. Im iibrigen ver-
weise ich auf die ausfiihrliche Beschreibung von Lipp.

Die folgenden Derivate wurden ebenso wie bei der vorhergehenden
Sdure dargestellt.

1) Ann. d. Chem. 211, 359 [1882].



Slimmer, Aminovaleriansduren. 163

Athylester.

Ausbeute 669, Siedepunkt bei 8 mm Druck 68,5° (korr.); spez. Ge-

0
wicht 0,9447 (}5—) .
40

0,1713 g Sbst.: 14,4 com N (189, 752 mm). — 0,2130 g Sbst.: 0,4515 g CO,,
0,1999 g H,0.
C,H;;0,N. Ber. C 57,92, H 10,34, N 9,65.
Gef. ,, 57,81, ,, 10,50, , 9,81.

Das Pikrat, aus Wasser umkristallisiert, schmilzt bei 115,60 (korr.).

Benzoyl-a-amino-n-valeriansidure.

Bei der Darstellung aus der Aminosdure mit Benzoylchlorid und
Bicarbonat betrug die Ausbeute 609, der Theorie. Noch leichter erhilt
man das Benzoylderivat aus dem Esterl), wenn man ihn in der 6-fachen
Menge Wasser 16st und 5/, Mol.-Gew. Bicarbonat und 5/, Mol.-Gew.
Benzoylchlorid unter starkem Schiitteln allmzhlich bei gewGhnlicher
Temperatur zufiigt. Dabei scheidet sich der benzoylierte Ester als Ol
ab, welches durch Kochen mit verdiinnter Kalilauge verseift werden
kann. Beim Ansduern fillt die Benzoylaminovaleriansdure aus, welche
von der kleinen Menge anhaftender Benzoésdure durch Losen in Ather
und Fillen mit Ligroin leicht befreit werden kann. Die Ausbeute be-
tragt hier 939 der Theorie, berechnet auf den Athylester.

0,1872 g Sbst.: 0,4556 g CO,, 0,1139 g H,O0. — 0,1531 g Sbst.: 8,5 ccm N
(160, 756 mm).

C.H;0,N. Ber. C 65,16, H 6,78, N 6,33.
Gef. ,, 64,93, , 6,81, , 655.

Schmp. 152,6° (korr.). Loslichkeit ungefihr wie bei der vorher-
gehenden isomeren Sidure.

Phenylisocyanat-a-amino-n-valeriansdure,
CH;.(CH,),.CH.(NH.CO.NH.C¢H;).COOH .

Die Verbindung fillt aus der alkalischen Losung als Harz aus,
welches nicht erstarrt. Um sie kristallinisch zu gewinnen, wurde des-
halb das Produkt zuerst durch Losen in heiBer, rauchender Salzsdure
und Abdampfen in das Hydantoin {ibergefiihrt. Dieses 148t sich leicht
reinigen und durch Auflésen in warmem Alkali in die Sdure zuriick-
verwandeln.

1) E. Fischer, Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34,.433 [1901]. (S. 173.)
11*
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Wird jetzt die Fliissigkeit angesduert, so fillt die Sdure zuerst
wieder harzig aus, aber erstarrt bald kristallinisch. Aus heilem Wasser
umkristallisiert, bildet sie farblose Bldttchen, welche bei 1190 (korr.)
unter Zersetzung schmelzen. Zur Analyse wurde sie in Vacuo iiber
Schwefelsdure getrocknet.

0,2217 g Sbst.: 18 ccm 1/yg-norm.-NHz. — 0,1873 g Sbst.: 0,4178 g CO,,
0,1158 g H,0.

C1oH;603N;.  Ber. C 61,01, H 6,77, N 11,86.
Gef. ,, 60,83, ,, 6,92, ,, 11,80.

Sehr leicht loslich in Ather, Chloroform, Aceton, schwer 16slich in
heiBem Wasser, fast unldslich in Ligroin.

/NH—“—CH.CsH7
“N(CgHS). CO
In der gewohnlichen Weise dargestellt, wird die Verbindung am

besten aus Ather umkristallisiert. Schmp. 1020 (korr.). Fiir die Analyse
war sie im Vakuum iiber Schwefelsaure getrocknet.

0,2017 g Sbst.: 18,6 ccm 1/, g-norm.-NH;. — 0,2247 g Sbst.: 0,5430 g CO,,
0,1342 g H,0.

n-Propylphenylhydantoin, OC

C1oH140,N,. Ber. C 66,05, H 6,42, N 12,84.
Gef. ,, 65,78, ,, 6,68, ,, 13,01

Die Loslichkeit ist dhnlich wie bei der vorigen isomeren Verbindung.

III. x-Aminomethyldthylessigsdure, /C(NH2) COOH .

CzH

Fiir die Bereitung dieser Sdure diente das schon von Bécking
dargestellte Cyanhydrin des Methyldthylketons1). 72 g Methyldthyl-
keton (1 Mol.) werden mit 40 ccm wasserfreier Blausdure (etwas mehr
als 1 Mol.) im verschlossenen Rohr 24 Stunden auf 800 erwdrmt, dann
der geringe UberschuB3 der Blausdure im Vakuum bei 200 abgedampft
und das riickstindige Ol mit 200 ccm 5-fach normaler, absolut alko-
holischer Ammoniaklésung (1 Mol.) unter guter Kiihlung allmzhlich
versetzt. Die Mischung bleibt dann drei Tage bei gewdhnlicher Tempe-
ratur in verschlossenem GefiBe stehen und wird schlieBlich 5 Stunden
auf 450 erhitzt. Nach dem Abkiihlen in einer Kaltemischung giet man
sie allmdhlich in das gleiche Volumen Salzsdure vom spez. Gew. 1,19,
welche ebenfalls sehr stark abgekiihlt ist. Soll die Ausbeute gut werden,
so darf bei dieser Operation kein Niederschlag entstehen, dessen Er-
scheinen den anormalen Verlauf der Verseifung anzeigt. Nachdem das

1) Ann. d. Chem, 204, 18 [1880].
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saure Gemisch 24 Stunden gestanden hat, wird es noch mit gasférmiger
Salzsdure gesittigt und abermals 24 Stunden aufbewahrt. Dann fiigt
man dasdoppelte Volumen Wasser hinzu und verdampft auf dem Wasser-
bade zur Trockene. Den Riickstand 16st man in etwa 2 I, Wasser und
kocht mit einem Uberschuf3 von gewohnlichem Bleioxyd, bis das Am-
moniak ausgetrieben und das Chlor ganz gefillt ist, was meist erst nach
10—15 Stunden gelingt. Das Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff ge-
fallt und das Filtrat von dem Schwefelblei zur Trockne verdampft. Die
Ausbeute an Aminosdure betrug 609, der Theorie, berechnet auf das
angewandte Keton.

Zur Reinigung féllt man die Saure aus konzentrierter, wisseriger
Losung durch Zusatz von heiem Alkohol, wobei sie als leichtes lockeres
Pulver ausfillt, welches unter dem Mikroskop als kleine Prismen erscheint.

0,2731 g Sbst. (bei 105° getrocknet): 0,5116 g CO, , 0,2334 g H,0. — 0,1881 g
Sbst.: 19,5 cem N (199, 758 mm).

CsHy;O,N. Ber. C 51,28, H 9,40, N 11,95.
Gef. ,, 51,09, ,, 9,56, ,, 12,07.

Die Sdure sublimiert im offenen Rohr gegen 300°. Im geschlossenen
Kapillarrohr schmilzt sie bei 307,5° (korr.). Sie 16st sich in 2,57 Teilen
Wasser bei 20°. Von absolutem Alkohol verlangt sie beim Kochen
15 Teile und bei 150 170 Teile zur Losung.

Die wisserige Losung schmeckt siiBer als die von Glykocoll. Durch
die groBe Loslichkeit, besonders in Alkohol, unterscheidet sie sich von
den beiden anderen &-Aminovaleriansduren. Nicht minder charakte-
ristisch ist das Kupfersalz, welches durch Kochen der wisserigen Lo-
sung mit Kupferoxyd leicht bereitet werden kann. Es ist nicht allein
in Wasser, sondern auch in Alkohol leicht 16slich und wird aus der al-
koholischen Losung durch Zusatz von Ather als ein blaues Pulver gefilit.
Beim langsamen Verdunsten der wisserigen oder alkoholischen Lésung
bildet es ziemlich groB8e Blattchen. Die lufttrocknen Kristalle enthalten
3 Mol. Wasser, welches bei 110° vollig entweicht.

1,8700 g Sbst.: 0,4330 g CuO, 0,2840 g H,0.

(CsHyo0,N), Cu + 3 H,O. Ber. Cu 18,19, HyO 15,44.
Gef. ,, 1848, , 15,19

Athylester, (CH,)(CoH;)C(NH,). COOC,Hy .

Ausbeute 609, der Theorie. Sdp. 65—66° bei 20 mm Druck.

0,2199 g Sbst.: 18,4 cem N (219, 760 mm). — 0,1871 g Sbst.: 0,3959 g CO,,
0,1741 g H,0.
C;H,;0,N. Ber. C 57,93, H 10,34, N 9,65.
Gef. ,, 57,70, ,, 1041, ,, 9,73.
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Das Pikrat des Esters kristallisiert aus Wasser in Blattchen.
Schmp. 115—1169.

Benzoyl-a-aminomethylathylessigsdure.

Bei der Darstellung aus der freien Saure mit Benzoylchlorid und
Natriumcarbonat betrug die Ausbeute nur 20—309,. Bei Anwendung
des Esters stieg sie bis auf 959, berechnet auf den angewendeten Ester.
Fiir die Analyse war das Priparat aus heilem Wasser umkristallisiert
und bei 1100 getrocknet.

0,1893 g Sbst.: 10,3 ccm N (249, 749 mm). — 0,3179 g Sbst.: 0,7576 g CO, ,
0,1949 g H,O.

C1oH ;05N.  Ber. C 65,16, H 6,78, N 6,33.
Gef. ,, 65,00, ,, 6,86, ,, 6,16.
Schmp. 198—199° (korr.). Die Verbindung 16st sich ungefdhr in

300 Teilen kochendem Wasser, ist in Ather schwer 16slich, ziemlich
leicht in heiBem Alkohol.

Phenylisocyanat-x-aminomethyldthylessigsaure.

Das Rohprodukt fillt beim Ansiuern der alkalischen Ldsung so-
fort kristallinisch aus. Ausbeute 80—909, der Theorie. Fiir die Analyse
war es aus heiBem Wasser umkristallisiert.

0,1972 g Sbst.: 20,6 ccm N (249, 758 mm). — 0,1750 g Sbst.: 0,3902 g CO, ,
0,1081 g H,0.
C12H1603N2. Ber. C 61,01, H 6,77, N 11,86.
Gef. ,, 60,81, ,, 6,94, , 11,99.

Die Verbindung schmilzt unter Zersetzung bei 179—180° (korr.).

Methylathylphenylhydantoin,
NH——C(CH,). CoHj
“N(CeH;).CO
Fiir die Analyse bei 100° getrocknet:

0,1983 g Sbst.: 0,1167 g H,0, 0,4794 g CO,. — 0,2131 g Sbst.: 24,3 ccm N
(220, 748 mm).
C12H1402N2. Ber. C 66,05, H 6,42, N 12,84.
Gef. ,, 65,94, ,, 6,59, ,, 12,96.

Die Verbindung schmilzt bei 1180 (korr.). Sie kristallisiert aus ver-
diinntem Alkohol in langen Nadeln.
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IV. B-Aminoisovaleriansiure, (CH;),C(NH,).CH,.COOH .

Diese Saure wurde zuerst von Heintzl) durch Oxydation von
Diacetonamin mittels Chromsdure dargestellt. Viel bequemer erhilt
man sie durch Addition von Ammoniak an die Dimethylacrylsdure,
welche bekanntlich leicht aus dem Ester der «-Bromisovaleriansdure
durch liangeres Erhitzen mit Didthylanilin gewonnen wird. 50g Di-
methylacrylsdure werden mit 500 g wiasseriger Ammoniaklosung (spez.
Gewicht 0,892) im Autoklaven 18 Stunden auf 1500 erhitzt, dann die
hellbraune Fliissigkeit nach dem Aufkochen, wenn nétig, filtriert, hierauf
nach Zusatz von 15g Baryumhydroxyd bis zum Verschwinden des
Ammoniaks gekocht, nach dem genauen Ausfillen des Baryts mit Schwe-
felsdure in der Hitze mit Tierkohle entfarbt und das Filtrat zur Trockne
verdampft. Der Riickstand wird in heilem, absolutem Alkohol geldst
und mit Ather gefdllt. Die Ausbeute betrug 929, der Theorie. Unter
diesen Umstédnden kristallisiert die Saure ohne Wasser. Zur Analyse
war sie bei 1300 getrocknet.

0,2731 g Sbst.: 0,5116 g CO, , 0,2334 g H,0. — 0,1881 g Sbst.: 19,5 ccm N
(190, 758 mm).
CyH;;0,N. Ber. C 51,28, H 9,40, N 11,95.

Gef. ,, 51,09, ,, 9,36, ,, 12,07.

Den Schmelzpunkt fand ich fiir die wasserfreie Sdure ebenso wie
Heintz bei 2170 (korr.); auch die iibrigen Figenschaften stimmen mit
seiner ausfiihrlichen Beschreibung iiberein. Insbesondere habe ich das
Kupfersalz analysiert und ebenfalls die von Heintz angegebene Formel
bestatigt gefunden.

Die Anlagerung von Ammoniak findet also bei der Dimethylacryl-
sdure in derselben Stellung wie bei der Acryl- und Crotonsaure statt.

Athylester.

Die Ausbeute betrug 84°/, der Theorie. Sdp.75° bei 22 mm und 170°
. . 200 . .
bei 760 mm Druck. Spez. Gewicht 0,8165 (—4—0—> In jeder Beziehung
dem f-Aminobuttersaureester?) analog.
0,2271 g Sbst.: 0,4810 g CO,, 0,2134 g H,O. — 0,3002 g Sbst.: 17,1 ccm
1/,o-norm.-NH3=0,0291 g N.
C,H,;0,N. Ber. C 57,93, H 10,34, N 9,67.
Gef. ,, 57,76, ,, 10,51, ,, 9,68.
Das sehr hygroskopische Hydrochlorat des Esters schmilzt
bei 7590,

1) Ann. d. Chem. 198, 51 [1879].
2) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 3755 [1901].
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Benzoyl-f-aminoisovaleriansdure.

In der gewohnlichen Weise dargestellt und aus Wasser umkristalli-
siert, bildet die Sdure schiefe Blittchen, welche bei 141,59 schmelzen.
Sie 16st sich in ungefdhr 70 Teilen kochendem Wasser und fillt beim
Erkalten rasch aus. In Ather ist sie verhaltdismaBig leicht, in Ligroin
duflerst schwer Ioslich. Ausbeute 629%,.

0,3711 g Sbst. (bei 1000 getrocknet): 0,8842 g CO, , 0,2280 g H,0. — 0,1570 g
Sbst.: 8,7 ccm N (200, 759 mm).

C12H;s05N. Ber. C 65,16, H 6,78, N 6,30.
Gef. ,, 64,98, ,, 6,87, ,, 6,50.

Phenylisocyanat-f-aminoisovaleriansiure,
(CH;),C(NH.CO.NH.CgH;).CH, . COOH .

In der gewdhnlichen Weise dargestellt. Die Ausbeute betrug 859,
der Theorie. Die Verbindung 16st sich in 80 Teilen kochendem Wasser,
sehr schwer in kaltem Wasser und Ather, dagegen leicht in Alkohol und
starker Salzsiure. Kristallisiert aus Wasser in Nadeln, die bei 1379
(korr.) schmelzen.

0,3418 g Sbst. (im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet): 0,7634 g CO,,
0,2102 g H,O. — 0,1884 g Sbst.: 20 ccm N (249, 744 mm).

C12HygOsN,.  Ber. C 61,01, H 6,77, N 11,86.
Gef. ,, 60,91, ,, 6,88, , 11,94.

Beim Kochen mit Salzsdure verwandelt sie sich in ihr Anhydrid,
das 1-Phenyl-4-dimethylhydrouracil,

N (CgHz)——CO~
<NI('I-6——5—C(CH3)2/ CH,!).

Die Phenylcyanat-f-aminoisovaleriansdure wird in der 5-fachen
Menge Salzsdure (spez. Gewicht 1,19) gelost und 10 Minuten gekocht.
Beim Erkalten kristallisiert das Anhydrid aus und wird durch Uml6sen
aus heilem Alkohol in langen, farblosen Nadeln erhalten, welche fiir
die Analyse im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet wurden.

0,1811 g Sbst.: 0,4377 g CO,, 0,1085 g H,O0. — 0,2737 g Sbst.: 20,5 ccm
1/, o-norm.-NH3=0,0349 g N.

C1oH;40,N,. Ber. C 66,05, H 6,42, N 12,84.
Gef. ,, 65,91, ,, 6,70, ,, 12,81.

Schmp. 2370 (korr.) unter Zersetzung. In Wasser und Ather sehr

schwer, in heiBem Alkohol leicht 16slich.

oC

1) Die Reaktion ist ganz analog der von E. Fischer und Roeder beob-
achteten Bildung eines Uracilderivates aus f-Aminobuttersiureester und Kalium-
cyanat; vgl. Berichte d. d. chem. Gesellsch. 34, 3756 [1901].
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8. A. Mouneyrat: Verwandlung der x-Aminosiduren in Phenyl-
hydantoine.

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 33, 2393 (1900).
(Fingegangen am 13. August.)

Die a-Aminosduren lassen sich nach der Beobachtung von Paall)
in alkalischer Losung mit Phenylcyanat zu sogenannten Phenylureido-
sduren vereinigen. Aus dem Glykocoll entsteht z. B. die Phenylureido-
essigsdure,

CH2.COOH
NH.CO.NH.C¢Hg

Diese ist aber nichts anderes als eine Phenylhydantoinsaure. Man
durfte deshalb erwarten, daB diese und dhnliche Verbindungen durch
Wasserabspaltung in die entsprechenden Hydantoine iibergehen wiirden.
In der Tat 148t sich diese Reaktion, wie ich gefunden habe, sehr leicht
durch Kochen der Phenylureidosduren mit verdiinnter Salzsidure (25-pro-
zentig) ausfithren. Das aus dem Glykocoll erhaltene Phenylhydantoin
hat die Struktur:

CH,.CO_

N.CeH;.
NH.co” TS

und ist identisch mit dem von Guareschi®) aus Glycin und Phenyl-
harnstoff erhaltenen Produkt. Analoge Verbindungen erhielt ich aus
dem racemischen Alanin, der &-Aminobuttersiaure, dem Leucin und dem
S-Phenylalanin.

y-Phenylhydantoin.

2 g Phenylureidoessigsdure, welche nach der Vorschrift von Paal
dargestellt war, werden in 160 g Salzsdure (spez. Gewicht 1,124) heill
gelost und dann die Fliissigkeit auf 1/, ihres Volumens eingekocht. Beim
Erkalten scheidet sich das Phenylhydantoin in priachtigen Nadeln ab.

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 2%, 974.
2) Beilsteins Handbuch II, 383.
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Die Mutterlauge gibt beim Verdampfen noch eine ziemlich betrichtliche
Kristallisation. Die Gesamtausbeute betrigt 90—959, der Theorie.
Zur Reinigung wurde die Verbindung aus der 50-fachen Menge Wasser
umbkristallisiert.
0,2027 g Sbst.: 0,4560 g CO, , 0, 0843 g H,0. — 0,2080 g Sbst.: 29,3 cem
N (219, 750 mm).
CoHgO,N,. Ber. C 61,37, H 4,55, N 15,90.
Gef. ,, 61,35, ,, 4,62, ,, 15,82.

Sie schmilzt bei 159—1600 (korr.), wihrend Guareschi 154—1550
angegeben hat. In Alkohol, Aceton und heiem Benzol ist sie leicht,
in Ather aber nur wenig 16slich. Von konzentrierten Mineralsduren wird
sie ebenfalls leicht gelGst.

CH;3.CH .CO\_
NH.C0”
Dasselbe wird genau so wie die vorhergehende Verbindung aus

der zuerst von Kiihnl) beschriebenen und bequemer nach der Vor-

schrift von Paal zu erhaltenden «-Phenylureidopropionsdure gewonnen.

Da es in Wasser viel weniger 16slich ist als das Phenylhydantoin, so wird

es zur Reinigung in heilem Alkohol (ungefihr 20-fache Menge) geldst

und durch Wasser gefillt.

Die so erhaltenen, schonen Nadeln wurden fiir die Analyse bei 100?
getrocknet:

0,2004 g Sbst.: 0,4636 g CO,, 0,0961 g H,0. — 0,1982 g Sbst.: 25,7 ccm

N (200, 756 mm).

CroH100;N,.  Ber. C 63,15, H 5,26, N 14,73.

Gef. ,, 63,09, ,, 5,32, ,, 14,70.
Die Verbindung schmilzt bei 172—173° (korr.). Kiihn glaubt
dieselbe schon unter Hénden gehabt zu haben; er konnte sie aber nicht

isolieren, sondern muflte sich damit begniigen, aus dem Rohprodukt
durch Alkali die entsprechende Hydantoinsiure darzustellen.

Phenylmethylhydantoin, N.CeHj .

CoH;.CH. CO._
NH.CO”

Die entsprechende, bisher nicht bekannte Hydantoinsdure entsteht
sehr leicht nach dem Verfahren von Paal.
Man 16st 2,24 g racemische x-Aminobuttersidure in der berechneten

Phenyldthylhydantoin, N.CeH; .

1) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 17, 2884.
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Menge (25 ccm) Normal-Natronlauge, kiihlt auf 0° ab und fiigt in kleinen
Portionen unter heftigem Umschiitteln die berechnete Menge 2,3 g
Phenylcyanat hinzu. Die Fliissigkeit wird dann durch Tierkohle geklart,
das Filtrat mit Salzsdure iibersattigt und die ausgefiliten feinen Nadeln
aus der 50-fachen Menge heilem Wasser umkristallisiert.

Die Ausbeute an reinem Produkt betrug 959, der Theorie.

Die Phenyldthylhydantoinsdure schmilzt unter Gasentwicke-
lung bei 1700 (korr.). Sie ist leicht 16slich in Alkohol, Aceton, wenig
16slich in Ather und kaltem Wasser.

Fiir die Analyse wurde sie bei 100° getrocknet:

0,2031 g Sbst.: 04435 g CO,, 0,1145 g H,0.

C; Hy4O3N,.  Ber. C 59,48, H 6,30.
Gef. ,, 59,55, ,, 6,30.

Die Umwandlung in das Hydantoin geht unter denselben Be-
dingungen und mit der gleichen Ausbeute wie in den vorhergehenden
Fillen vonstatten. Das Produkt wurde durch Losen in heiBem Alkohol
und Fillen mit Wasser gereinigt und fiir die Analyse bei 100° getrocknet:

0,2008 g Sbst.: 0,4747 g CO,, 0,1020 g H,0. — 0,1993 g Sbst.: 24,4 ccm
N (210, 749 mm).

CiiH; 05N, Ber. C 64,71, H 5,88, N 13,72.
Gef. ,, 64,47, ,, 5,65, ,, 13,73.

Die Verbindung schmilzt unter Zersetzung bei 126—127¢ (korr.).
Sie ist selbst in heiBem Wasser schwer 16slich, 16st sich aber leicht in
heiem Alkohol und Aceton.

(CH;),CH.CH,.CH . CO\_
NH.CO”
Dasselbe wird aus der auf S. 129 von E. Fischer beschriebenen
Verbindung des Phenylcyanats mit dem Ieucin gewonnen, zur Reini-
gung in etwa 25 Teilen kochendem Alkohol gelost und durch Wasser ge-
fallt. Fiir die Analyse war es bei 1000 getrocknet.
0,2003 g Sbst.: 0,4951 g CO,, 0,1253 g H,0. — 02043 g Sbst.: 21,6 ccm
N (200, 755 mm).
CisHyOpNp.  Ber. C 67,24, H 6,89, N 12,07.
Gef. ,, 67,43, ,, 6,95, ,, 12,01.

Phenylisobutylhydantoin, N.CeH;.

. N.C.H;.
NH.co” T¢7®

Die entsprechende Hydantoinsiure, welche aus Phenylisocyanat
und dem aktiven Phenylalanin entsteht, ist schon in der vorhergehen-
den Abhandlung von E. Fischer und mir (S. 135) beschrieben worden.

Phenylbenzylhydantoin,
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Der Racemkdrper wird unter denselben Bedingungen und mit derselben
Ausbeute erhalten und schmilzt gegen 1820 unter Zersetzung.

Fiir die Umwandlung in das Hydantoin wurde die Substanz wegen
ihrer Schwerloslichkeit mit der 400-fachen Menge verdiinnter Salzsdure
(1,124) 1/, Stunde lang gekocht. Beim Erkalten fiel dann das Hydantoin
in Nadeln aus, welche in heiBem Alkohol gelost, mit Tierkohle entfiarbt
und mit Wasser gefillt wurden. Wenn die salzsauren Mutterlaugen
verarbeitet werden, so ist auch hier die Ausbeute fast quantitativ. Fiir
die Analyse war bei 100° getrocknet:

0,2028 g Sbst.: 0,5370 g CO,, 0,0985 g H,O. — 0,2071 g Sbst.: 19,1 ccm
N (20°, 757 mm).

C1HaO,N,. Ber. C 72,18, H 5,26, N 10,45.
) Gef. ,, 72,21, ,, 5,39, ,, 10,53.
Die Substanz schmilzt bei 173—1749 (korr.). Sie bildet schone

Nadeln, welche in Wasser sehr wenig, in heifem Alkohol und Aceton
recht leicht l6slich sind.
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9. Emil Fischer: Uber die Ester der Aminosiuren!).

Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 34, 433 (1901).
(Eingegangen am 12. Februar.)

Wie Th. Curtius?®) vor lingerer Zeit gezeigt hat, lassen sich die
Ester des Glykocolls, welche man zwar frither schon durch Einwirkung
von Jodalkyl und Alkohol erhalten, aber nur in Form ihrer Salze isoliert
hatte, viel leichter durch Alkohol und Salzsdure bereiten, und die freien
Ester werden aus den Hydrochloraten durch die berechnete Menge
Silberoxyd als unzersetzt destillierende, stark basische Fliissigkeiten ge-
wonnen. Er wandte das gleiche Verfahren auf das Alanin, Leucin,
Tyrosin, die Aminomalonsdure und die Asparaginsdure an, begniigte
sich aber hier mit der Isolierung der Hydrochlorate, welche ihm als Roh-
material fiir seine bekannten Studien iiber aliphatische Diazoverbin-
dungen dienten.

Aus den Beobachtungen von Curtius iiber den Glykocollathylester,
der als Typus der ganzen Klasse gelten kann, sind zwei Verwandlungen
hervorzuheben. Die eine findet in wésseriger Losung statt und fiihrt
zum sogenannten Glycinanhydrid, fiir welches Curtius und Schulz
spiter die bimolekulare Formel C;HgN,O, ermittelten3).

Die andere erfolgt beim bloflen Stehen des Esters und liefert ein
Produkt, welches die Biuretreaktion zeigt und beim Kochen mit Wasser
zum Teil in eine leimédhnliche Substanz iibergeht.

Uber die Ester der kohlenstoffreicheren Aminosiuren liegen sonst
nur diirftige Angaben vor. Tafel4) hat das Hydrochlorat des y-Amino-
valeriansduredthylesters beschrieben. Lilienfeld®) erwdhnt kurz, daB
er den Athylester des Leucins und Tyrosins nach dem Verfahren von

1) Der Berliner Akademie vorgelegt am 29. November 1900. Siehe Sitzungs-
berichte 1900, 1062.

2) Berichte d. d. chem. Gesellsch.16, 753 [1883], 17, 953 [1884]; ferner Curtius
und Goebel, Journ. fiir prakt. Chem. 37, 150 [1888].

3) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 23, 3041 [1890].

4) Berichte d. d. chem. Gesellsch. 22, 1862 [1889].

5) Dubois’ Archiv fiir Physiol. 1894, 383, 555.
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Curtius dargestellt habe. Ferner hat R6hmann!) den salzsauren
Leucin-Athylester und -Methylester bereitet und zur Reinigung bzw.
Identifizierung eines Leucins benutzt. Endlich haben Weidel und
Roithner2) das Hydrochlorat des f-Aminopropionsdureithylesters
dargestellt.

Bei der grofen Bedeutung, welche die Aminosduren als Spaltungs-
produkte der Proteinstoffe besitzen, hielt ich eine erneute Untersuchung
ihrer Ester fiir wiinschenswert, um bessere Methoden fiir die Reinigung
und Trennung der Aminosduren sowie fiir die Bereitung ihrer Derivate
zu gewinnen.

Der erste Schritt auf diesem Wege ist mir gelungen durch eine
wesentliche Vereinfachung in der Darstellung der freien Ester. Das
Verfahren von Curtius, die Hydrochlorate durch die genau dquivalente
Menge Silberoxyd zu zerlegen, ist nicht allein kostspielig, sondern hat
den viel groBeren Nachteil, daB3 man die Salze isolieren: muf}, um die Menge
des Oxyds richtig zu wahlen. Diese Bedingung ist aber in allen
Fillen, wo es sich um komplizierte Gemische handelt, gar nicht zu er-
fiillen.

Sehr viel einfacher erreicht man dasselbe Ziel durch Alkali in kon-
zentrierter wisseriger Losung. Durch gute Abkiihlung 148t sich die
Verseifung der Ester vermeiden, und fiigt man hinterher noch trocknes
Kaliumcarbonat zu, so lassen sich auch die ganz leicht 16slichen Pro-
dukte so vollstindig ausdthern, daB die Ausbeuten fast ebensogut sind,
wie bei der Anwendung von Silberoxyd. Auf diese Weise habe ich die
neutralen Athylester des Glykocolls, Sarcosins, Alanins, der «-Amino-
buttersiure, des /- und 7-Leucins, der racemischen &-Aminonormal-
capronsiure, des Phenylalanins, des Tyrosins, der I-Asparaginsiure und
der d-Glutaminsdure dargestellt.

Die Diaminosduren konnten bisher aus Mangel an Material nicht
gepriipft werden; ich beabsichtige aber, diese Versuche nachzuholen.

Die Ester der Monoaminosduren sind, mit Ausnahme des schén
kristallisierten Tyrosinderivates, alkalisch reagierende Fliissigkeiten,
welche sdmtlich unter vermindertem Druck unzersetzt destillieren und
deren Ioslichkeit in Wasser mit steigendem Molekulargewicht ab-
nimmt. Auffallend leicht 16slich in reinem Wasser sind die Derivate
der Asparagin- und Glutaminsiure. Auch im Siedepunkt bestehen,
selbst bei stark vermindertem Druck, so erhebliche Differenzen, daf3
Gemenge durch fraktionierte Destillation zerlegt werden konnen. Be-
sonders eignen sich diese Ester auch zur Isolierung der Aminosduren
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