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675. C. Neuberg und H. Wolff: Ueber den Nachweis von
Chitosamin.
[Aus dem chemischen Laborat. des patholog. Instit. d. Univ. Berlin.)
(Eingegangen am 12. November 1901.)

Untersuchungen der letzten Jahre, die hauptsicblich von Ver-
tretern der physiologischen und medicinischen Chemie ausgefiihrt sind,
haben im Thier- und Pflanzen-Reich die weite Verbreitung von Chitin
und #hnlichen amidirten Ponlysacchariden erkennen 'assen, die bei der
Hydrolyse Salze der Aminohexose Chitosamin liefern. Besonderes
Interesse hat das Vorkommen dieses letzten Korpers unter den Spal-
tungsproducten verschiedener Proteinstoffe erregt.

Die Methode, die in fast allen diesen Féllen zum Nachweis des
Chitosamins gedient bat, verdanken wir den grundlegenden Forschungen
Friedrich Miiller’s und seiner Schiiler!). Sie griindet sich auf die
Ueberfithrung des Chitosamins in seinen Benzo&sdureester und deren
Trennung von den Benzoaten der iibrigen Spaltangsproducte. Diese
gelingt aber nicht immer leicht und fiibrt za Gemischen von ameor-
phen niederen Estern mit relativ wenig Tetrabenzoyl- und Pentabenzoyl-
Chitosamin, die krystallisirt sind. Zur sicheren 'ldentificirung muss
deshalb der Aminozucker durch Verseifung regenerirt werden, wozu
grossere Materialmengen erforderlich sind. Ueberdies wird bei der
Benzoylirung nach Schotten-Baumann die Ausbeute durch die be-
kaonte Empfindlichkeit des Chitosamins gegen wissrige Alkalien be-
eintriichtigt, sodass der Nachweis dieses Kohlehydrats in einzeluen
Fiillen der ndthigen Sicherheit ermangelt, die nach F. N. Schulz’s
Entdeckung einer in Eiweisskérpern zuweilen vorkommenden
Aminogalactose um so mehr geboten erscheint.

Es wurde nun die Charakterisirung des »Eiweisszuckersc auf dem
friber von dem Einen ?) von uns gelegentlich der Isolirung der Harn-
pentose angekiindiglen Wege versucht, der auf Abscheidung des Zuckers
als Hydrazon berubt. Reines Chitosamin-Chlorhydrat oder Brom-
hydrat geben zwar leidlich krystallisirende Hydrazone (s. exper. Theil),
aber dieselben scheiden sich nicht aus dem Substanzgemisch ab, das
bei der Hydrolyse von Proteinstoffen entsteht,

Die von Emil Fischer?®) betonte Aehnlichkeit des Chitosamins,

CH:(OH).(CH.OH);.CH.NH, ’

COoH

’COH

. . . . CH;.NH,
mit dem niedrigsten Aminoaldehyd, dem Amino-acetaldehyd ’

Y Fr. Miller, Sitzungsber. zur Bef. d. Naturw. Marburg u. Basel
1896—1900. Seemaun, Marb. Dissertation 1898.

%) C. Neuberg, diese Berichte 33, 2254 [1900).

3) Diese Berichte 26, 95 [1893).
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legte es_nahe, die von Wohl und Marckwald!) ausgefiihrte Ueber-
fibrung des Letzteren in gut krystallisirende Imidazolderivate auf
die Aminohexose zu Gbertragen. Die Abscheidung der in reinem Zu-
stande vortrefflich krystallisirenden Substanzen aus den Spaltungs-
producten von Eiweissk6rpern wird durch die Bildung von Thiocarb-
amidderivaten aus gleichzeitig entstandenen Aminosiuren gestért.

Allein brauchbar erwies sich ein auf anderer Grundlage beruhen-
des Verfahren, die Oxydation des Chitosamins zu der charakteristischen
Norisozuckersiinre. Die Darstellung derselben gelingt auch bei
Gegenwart von anderen Spaltungsproducten der Proteinstoffe, von
denen sie leicht als Bleisalz trennbar ist. Die aus Letzterem mit
Schwefelwasserstoff in Freiheit gesetzte Siure bildet mit Cinchonin
oder Chinin Salze, die im Gegensatz zu den bisher bekannten Noriso-
saccharaten ein selbst bei Alkaloidsalzen selten schones Krystallisations-
vermogen besitzen.

Nach den Untersuchungen von E. Fischer und Tiemann?)
entsteht Norisozuckersiure, resp. ihr Anhydrid, die Isozuckersdure,
nur aus Chitosamin oder Chitin (und den kiinstlich aus beiden ge-
wonnenen Derivaten). Die Isolirung von Norisosaccharaten ist des-
balb fiir Chitosamin durchaus beweisend.

Die angedeutete Methode gewihrt auch noch einen weiteren Vor-
theil. Wie erwihnt, begegnet man auch einer Aminogalactose unter
den Spaltungsproducten von Proteinstoffen; ausserdem soll Chitosamin
selbst in der Natur hiufig in Verbindung mit anderen kohlehydrat-
artigen Substanzen vorkommen, so mit Glucuronsiure im Chondrosin
von Schmiedeberg:

CH, (OH).(CH.OH); .CH.CHO
N:HC.(CH.OH),.COOH,

und mit Gulose im Paramucosin von Leathes:

CH; (OH).(CH.OH);.CH.CHO
N:HC.(CH.0OH),.CH;.OH.

Die Paarlinge des Chitosamins und ebenso die Aminogalactose
gehen bei der Oxydation des Chitosamins zur Norisozuckersiure
gleichfalls in zweibasische S#uren iber, die beiden Ersteren in ge-
wohnliche Zuckersiure, Letztere in Schleimsidure.

Diese drei S#uren sind nun leicht neben einander nachzuweisen.
Zuckersdure und Schleimeiure geben mit Phenylhydrazin die be-
kannten schwer 18slichen Doppelhydrazide, wihrend das Norisozucker-
siurephenylhydrazid wegen seiner grossen Ldslichkeit nicht isolirt

1) Diese Berichte 22, 572 [1889].
%) Diese Berichte 17, 246 [1884]; 27, 118, 138 [1894).
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werden konnte. Die Alkaloidsalze der Zuckersiure sind sehr viel
leichter 16slich als die entsprechenden Norisosaccharate, in derea
Mutterlaugen sie sich bei Gegenwart beider S#uren befinden. Schleim-
sdure unterscheidet sich ausser durch ibr optisches Verhalten, durch
ihre Schwerléslichkeit von den beiden anderen Dicarbonsiuren.

Experimenteller Theil.

Chitosaminchlorhydrat-p-nitrophenylhydrazoun,

CH;(OH).(CH.OH);.CH(NH:.HC!).CH:N.NH. Cs H,(NO;).

Zu einer Losung von 2.15 g Chitosaminchlorhydrat in 10 cem
Wasser fiigt man eine Losung von 1.53 g p-Nitrophenylhydrazin in
50 ccm absol. Alkohol; nach zweitdgigem Stehen bei Zimmertem-
peratur dampft man im Vacuum ein. Es hinterbleibt eine gelbrothe
Masse, die bei ofterem Durchriihren mit einem Gemisch gleicher
Theile Alkohol und Aether hellgelb wird. Zur Reinigung 16st man
in moglichst wenig heissem Wasser, figt die 20-fache Menge absol.
Alkohols hinzu, kocht mit Knochenkohle und engt das Filtrat unter-
halb 40° ein; nur dann erhilt man ein unzersetztes Product.

Mikroskopische Krystallnadeln, die sich bei 202° dunkel firben
und sich bei 210° uanter lebhafter Gasentwickelung zersetzen.

Die Substanz 18st sich in Wasser mit hellgelber Farbe, die durch
fixe Alkalien tiefroth, durch Kohlensiure und Ammoniak rosa wird
(Bamberger’sche Reaction). Schwer léslich in Alkobol und Pyri-
din, unléslich in den ibrigen organischen Solventien.

0.2304 g Sbst.: 32.5 cem N (20% 757 mm). — 0.2020 g Sbst.: 0.0819 g
AygCl

CiaHi9OsN,Cl. Ber. N 15.98, Cl 10.13,
Gef. » 16.10, » 10.01.
Die specifische Drebung ) der Substanz ist:
[ujn = —175°
(e=2, a = — 1°30").,

Chitosaminbromhydrat-p-nitrophenylhydrazon,
CH3(OH).(CH.OH);.CH(NH;.HBr).CH:N.NH. Cs H,(NOy),

entsteht aus 2.60 g bromwasserstoffsaurem Chitosamin und 1.53 g
p-Nitrophenylhydrazin, ebenso wie das Chlorhydrat. Es ist empfind-
licher und in allen Solventien etwas leichter 1gslich als Letzteres; von
190¢ an zersetzt es sich langsarm.
0.1916 g Sbst.: 0.0904 g AgBr.
CiaHy30s N¢Br. Ber. Br 20.25. Gef. Br 20.05.

) Dieselbe ist hier, wie in den folgenden Fallen, in wassriger Losuny
im Decimeterrohr am Halbschattenapparat bei Natriumlioht bestimmt.
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«-Tetraoxybutyl-»-Phenyl-imidazolyl-u-mercaptan’),

Als Verbindung dieser Constitution ist wabrscheinlich die Sub-
stanz anzusprechen, die aus dquimolekularen Mengen Chitosamin und
Phenylsenfdl unter Austritt von 1 Mol. Wasser auf zwei Weisen
entsteht:

«) Uebergiesst man 3.6 g freies Chitosamin mit 2.0 g Phenyl-
senf5l, so 15st sich der Aminozucker beim Schiitteln unter Erwirmung,
und nach einiger Zeit erstarrt das Gemisch zu einem gelbgefirbten
Krystallbrei. Nach dem Umkrystallisiren aus heissem Alkohol unter
Zusatz von etwas Knochenkohle erhdlt man weisse, lang gestreckte
Prismen vom Schmp. 208°, die mit der unter §) beschriebenen Substanz
identisch sind.

f) Unter den Spaltungsproducten von Proteinstoffen befindet sich
das Chitosamin mur als Salz. Aus einem solchen ldsst sich das
Chitosamin, selbst wenn es rein ist, nur schwierig und unter beson-
deren Vorsichtsmaassregeln als freie Base %) erhalten, aber nicht aus
verunreinigten Lésungen. Desbalb war allein die Darstellung obiger
Verbindung aus einem Chitosaminsalz von Interesse.

Schiittelt man die concentrirte, wiissrige Losung von Chitosamin-
chlorhydrat mehrere Stunden mit der fquivalenten Menge Natrium-
bicarbonat uud Phenylsenfil, so erfolgt keine Vereinigung. Arbeitet
man in alkoholischer Losung, so erhilt man nach dem Verdampfen
im wesentlichen Phenylsulfourethan, NH(GsH;).CS.OCsHs,
durch Anlagerung von Aethylalkohol an das Thiocarbanil.

Zum Ziel kommt man allein durch Verwendung von Aceton als
Lésungsmittel.

Man 188t 4.3 g salzsaures Chitosamin in méglichst wenig kaltem
Wasser, fiigt die berechnete Menge Natriumcarbonatlésung, 2 g Phe-
nylsenfol und soviel Aceton hinzu, dass eine klare Mischung entsteht.
Nach 48-stiindigem Stehen verdampft man auf dem Wasserbade; es
binterbleibt ein schnell erstarrendes Oel. Die mit wenig kaltem
Wasser gewaschene Substanz wird durch Krystallisation aus lieissem
Alkohol von anhaftendem Kochsalz befreit.

Die Verbindupg bildet durchsichtige, derbe Prismen; aus heissem
Wasser schiesst sie in federférmigen, bis 1 em langen Nadeln an;

) Nomenclatur nach Hantzsch, Ann. d. Chem. 249, 4.

% C. A. Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein, Koning-
ligke Academie van Wetenschappen te Amsterdam 1897; R. Breuer, diese
Berichte 31, 2194 [1898]
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leicht 1dslich in heissem Alkohol und Wasser, wenig 16slich in beiden
in der Kiilte und in wasserfreiem Aceton, unldslich in Eassigester und
Benzol.

Die Substanz ist optisch activ.

[alo = + 58v20'
(e =2, «=1010").

Multirotation wurde nicht beobachtet; die Drehung bleibt mehrere
Stunden unveridndert und nimmt dann ab, da ein Theil der Verbindung
wieder ausfillt.

0.2032 g Sbst. (Prap. #): 0.3951 g COs, 0.1022 g H,0. — 0.1828 g Sbst.

{Prap. 8): 15.3cem N (19, 752 mm). — 0.2330 g Sbst. (Prip. £): 0.1861 g
BaS0,. — 0.1972 g Sbst. (Prip. «): 16.5 cem N (20°, 757 mm).

CizHig04NgS. Ber. C 52.70, H 5.41, N 9.46, S 10.81.
Gef. (Prap. 8) » 53.03, » 5.58, » 9.52, » 10.99.
» ( » a » 9.53.

Die Verbindung ist demnach aus 1 Molekil Chitosamin und
1 Molek#il Phenylsenfd] unter Austritt von 1 Molekidil Wasser ent-
standen:

CeHi3Os N + CsHs.N:CS = HO + C]3H1604N2S.

Da die Substanz keine Reductionswirkung auf Fehling’sche
Mischung oder ammoniakalische Silberlésung dussert, enthilt sie keine
Aldehydgruppe; sie besitzt aber schwach saure Eigenschaften, da sie
mit Schwermetallen Salze bildet.

Die concentrirte wiissrige Losung giebt:

mit AgNO; flockige, weisse Fillung. Das Silbersalz lost sich in
heissem Wasser und fillt beim Erkalten gallertartig aus;

mit CuSO; einen dunkelbraunen Niederschlag, der in heissem Wasser
mit hellgriiner Farbe léslich ist;

mit HgCl:  farblose, flockige Fillung;

mwit concentrirter Schwefelsiiure entwickelt die Substanz bei sebr ge-
lindem Erwiirmen schweflige Siure.

Alle diese Eigenschaften stehen im besten Einklang mit der Auf-
fassung der Substanz als u-Mercaptan des «-Tetraoxybutyl-»-
phenyl-imidazols.

Die Bildung desselben erklirt sich so, dass zuniichst aus dem
Aminozucker und Phenylsenfél der Chitose-phenyl-thioharn-
stoff (I) entsteht, der dann in einer bei Thiocarbamidderivaten nicht
ungewdhnlichen tautomeren Form unter Wasserverlust in das eyclische
Mercaptan (Il) iibergeht:
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N.CsH, NH.CsHs
I. SC -+ NH,.CH.COH = SC
(CH.OH),.CH,.0H NH.CH.COH
(CH.OH);.CH,.0H

N.CiHs H N.CeHs
1L (HS)C — H,0 + (BSCCH
N.C:CH (OH) N -- C(CiHy0))
CiH, O,

Beim »-Phenyl-imidazolyl-g-mercaptan, das aus Aminoacetaldehyd
und Phenylsenfol. entsteht und dessen Constitution von Wohl und
Markwald (loc. cit.) bewiesen ist, fanden die Autoren ganz dhnlizhe
Eigenschaften.

a-Tetraoxybutyl-v-allyl-imidazolyl-g-mercaptan,

1"{ C(SH)
i >N .Cs Hg.
(CiH;0)C~ CH

Die Allylverbindung entsteht ebenso wie die Phenylverbindung
aus Chitosamin und Allylsenfél in Acetonlésung; sie krystallisirt etwas
schwerer und ist in allen Solventien etwas leichter 18slich.

Rein weisse, langgestreckte Prismen vom Schmp. 138°.

0.1732 g Sbst.: 16.8ccm N (190, 757 mm).

C)oHlGOANgS. Ber. N 10.79. Gef N 10.81.

Die concentrirte Ldsung der Substanz giebt mit denselben Schwer-
metallsalzen, wie die Phenylverbindung, und ausserdem mit Bleiacetat
flockige Fillungen.

Norisozuckersaures Cinchonin.

In der wissrigen Ldsung von freier Norisozuckersiure oder in
einen Gemisch von Noriso- und Iso-Zuckersiure 1568t man unter Er-
wirmen Cinchonin bis zur deutlich alkalischen Reaction, filtrirt nach
dem Abkiihlen und schiittelt die geringen, in Lo&sung gegangenen
Mengen von freiem Alkaloid mit Essigester aus. Dann verdampft
man auf dem Wasserbade, wobei schon in der Hitze die Krystalli-
sation beginnt; ia der Kilte erstarrt die Masse zu einem Haufwerk
feiner Nadeln. Bei langsamer Abscheidung erhdlt” man centimeter-
lange, derbe Prismen, bei schneller Abscheidung biégsame Nidelchen
in fast quantitativer Ausbeute,

Die Substanz schmilzt bei 207°, nach mehrmaligem Umkrystalli-
siren aus heissem Wasser bei 2089,

Laslich in heissem Wasser, wenig 13slich in kaltem, etwas l18slich in
heissem Alkohol, unldslich in Aceton, Chloroform, Essigester und Benzol.

Das Salz ist einbeitlich, mag man von reiner Norisozuckersiure
oder deren Gemisch mit Isozuckersiure ausgehen; lufttrocken scheint
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es 2 Mol. Krystallwasser zu enthalten, die langsam {@iber concentrirter
Schwefelsinre entweichen:
0.1672 g Sbst. verlieren mach 48 Stdn. 0.0071 g.
CeHi1008(Ci1oH3a N3 O)g 4+ 2 HsO. Ber. H3O 4.32. Gef. HyO 4.25.
0.1944 g Sbst. (bei 1050 getr.): 0.4729 g CO,, 0.1190 g Hy0. — 0.2103 g
Sbst.: 12.6 cem N (179, 766 mm).
CsHi00s(Ci9Hag N3 O)3. Ber. C 66.17, H 6.77, N 7.02.
Gef. » 66.34, » 6.80, » 7.00.
[} =+ 175°
(e = 1; a = 1045"),
Norisozuckersaures Chinin
entsteht ebenso wie das Cinchoninsalz, dem es in Ausseben und Lds-
lichkeitsverhéltnissen sehr #ihnlich ist. Schmp. 2070
0.2444 g Sbst. (bei 1059 getrocknet): 13.9 cem N (169, 760 mm).
CGHIOOB (CgoHuNnOz\g. Ber. N 6.53. Gef N 6.64.
{alp = — 125
(c = 1; a == — 1015).
Norisozuckersaures Brucin
erhdlt man auf dieselbe Weise wie das Cincboninsalz. Da es etwas
leicbter 13alich ist, verdampft man die Ldsung auf dem Wasserbade
zum dinnen Syrup, der nach dem Erkalten langsam von selbst, fast
augenblicklich beim Reiben erstarrt. Nach dem Umkrystallisiren aus
Alkobol von 30 pCt. erhiilt man farblose feine Nidelchen, die bei
100° getrocknet, den Schmp. 1939 haben.
0.1993 g Sbst.: 10.0 cem N (199, 754 mm).
CeHi00s(Cy3 Hag N3 O4)s. Ber. N 5.61. Gef. N 5.72.

Die Alkaloidsalze der Norisozuckersiure sind dadurch ausge-
zeichnet, dass sie aus reinen Ausgangsmaterialien sofort in reinem
‘Zustande entstehen; unter ihnen besitzt namentlich das Cinchoninnor-
isosacharat Eigepschaften, die es zur Isolirung der Norisozuckersiure
und damit indirect zur Erkennung von Chitosamin besonders befBhigen.

Berichtigungen.

Jahrgang 34, S. 3367, Z. 6 v. u. ist »theils« zu streichen.
» 34, » 3367, » 4 v.u. lies: sworden« statt »werdence,

Bochdruckerei A, W. 8ehade Berlin N., 8chulzendorferstr. 26.





