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Mittheilungen.

83. Emil Fischer: Untersuchungen iiber Aminosiuren, Poly-
peptide und Proteine’).

[Vortrag, gehalten vor der Deutsch. chemisch. Gesellsch. am 6. Januar 1906.]

Meine Herren!

Da die Proteinstoffe bei allen chemischen Processen im lebenden
Organismus aunf die eine oder andere Weise betheiligt sind, so darf
man von der Aufklidrung ibrer Structur und ihrer Metamorphosen die
wichtigaten Aufschliisse fiir die biologische Chemie erwarten. Es ist
deshalb kein Wunder, dass das Studium jener Stoffe, von dem die
Chemiker sich seit linger als einem Menschenalter fast ganz zuriick-
gezogen haben, weil sie lohnendere Arbeit in der Ausbildung der
synthetischen Methoden oder dem Studivm einfacherer unatirlicher
Verbindungen fanden, vou den Physiologen in immer steigendem Maasse
und mit unverkennbarem FErfolge gepflegt wurde. Trotzdem werden
die Eingeweihten niemals daran gezweifelt haben, dass die organische
Chemie, deren Wiege bei den Proteinen gestanden hat, sich ibnen
gchliegslich wieder zawenden werde. Nur dber den Zeitpunkt, wo ein
Zusammenwirken von Biologie und Chemie erfolgreich sein werde,
gingen und gehen noch heute die Ansichten auseinander.

Wihrend vorsichtige Fachgenossen befiirchten, dass eine rationelle
Bearbeitung dieser Korperklasse durch ihre verwickelte Zusammen-
setzung und ihre héchst unbequemen physikalischen Eigenschaften
heute noch auf uniiberwindliche Schwierigkeiten stossen werde, neigen
andere, optimistisch veranlagte Beobachter, zu denen ich mich zihlen
will, zn der Ansicht, dass man wenigstens den Versuch machen soll,
mit allen Hilfsmitteln der Gegenwart die jungfréuliche Feste zu be-
lagern; denn nur durch das Wagniss selbst kann die Grenze fiir die
Leistungsfihigkeit unserer Methoden ermittelt werden. Der niichternen
Kritik wird man allerdings nicht das Recht verwehren kénnen, die Auns-
sicht auf den Erfolg zu discutiren, indem sie die jeweiligen Kenntnisse
vergleicht mit dem, was zur Erreichung des Zieles nothwendig ist.

Y Zu meinem lebhaften Bedauern ist der Inhalt meines Vortrages von
der Tagespresse vielfach mit phantastischen Uebertreibungen besprochen worden.
Man wird ans dieser kritisch gehaltenen Abhandlung, @ber deren Rahmen
ich beim Vortrag nicht hinausgegangen bin, die Ueberzeugung gewinnen, dass
ich mich keiner Ucherschiilzung der Resultate schuldig gemacht habe.
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In Bezug auf Unterscheidung, Isolirung und biologische Charak-
terisirung der zahlreichen npatiirlichen Proteine hat die physiolo-
gische Chemie Bemerkenswerthes geleistet. Wir kennen mehrere
Dutzend scharf unterschiedene Glieder dieser Klasse, die sich nach
Loslichkeit und Fillungsverhiiltnissen in Gruppen ordnen lassen und
von denen manche im krystallisirten Zustand gewonnen werden konnten.
Wir wissen ferner, dass die einzelnen Individuen Trdger verschiedener
biologischer Functionen sind. Wir wissen endlich, dass alle diese
Kérper unter demn Einfluss bestimmter Fermente tiefgreifende, charak-
teristische 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.
Ausser Ammoniak entstehen dadurch aus allen Proteinen nach und
neben einander Albumosen, Peptone und schliesslich Aminosduren.
Ueber die Natur der Leiden ersten Spaltproducte sind wir kaum besser
unterrichtet als iiber die Proteine selbst.

Um so erfolgreicher ist das bisherige Studium der Aminosiuren
gewesen; denn fiir viele hat man nicht allein die Structur feststellen,
soudern auch die Synthese verwirklichen konnen. Auf dieser Basis
wird deshalb die chemische Forschung weiter bauen miissen, die sich
die Auofklirung und kinstliche Reproduction der Peptone, Albumosen
und Proteine zum Ziel gesetzt hat.

Von dieser Ueberzeugung durchdrungen, habe ich vor sechs Jahren,
als ich den Entschluss fasste, mich dem Studium der Proteine zu
widmen, mit den Aminosiuren begonnen, um aus ihrer besseren Kennt-
niss neue Gesichtspunkte und Methoden fiir ihre complicirteren De-
rivate zu gewinnen.

Der Erfolg hat meine Erwartungen nicht getduscht. Zunichst
gelang es durch Benutzung der Ester, eine neue Trennungsmethode
fir die Monoaminoséiiuren zu finden, die fir die Hydrolyse der Pro-
teine ein werthvolles Hiifsmittel geworden ist und nicht allein die
Isolirung der bekannten Aminosduren erleichtert, sondern auch die
Auftindung von neuen Gliedern der Klasse ermdglicht hat.

Noch wichtiger scheinen mir die auf dem gleichen Wege gefunde-
nen Methoden zur Umwandlung der Aminosiuren in ihre amidartigen
Anhydride, fiir die ich denSammelnamen s Polypeptide« gewihlt habe.
Die hoheren Glieder dieser synthetischen Kérperklasse sind in Bezug
auf dussere Eigenschaften, gewisse Farbenreactionen, Verhalten gegen
Siuren, Alkalien und Fermente, den patiirlichen Peptonen so dhnlich,
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dass man sie als ibre néichsten Verwandten betrachten kann, und dass
ich ihre Gewinnung als den Beginn der Synthese der natiirlichen
Peptone und Albumosen bezeichnen mochte.

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 zweckméssig, zur leichteren Orientirung einen Auszug daraus
zu geben, der alle Publicationen bis zum Ende 1905 umfasst. Ich
werde mich dabei auf meine eigenen Untersuchungen und die damit
im engen Zusammenhange stehenden Avbeiten im hiesigen Institut
beschrinken und fremde Versuche nur soweit beriicksichtigen, als sie
mir besonders wichtig oder historisch interessant erscheinen.

I. Aminosiuren.

Indem ich ihre Geschichte als bekannt voraussetze, will ich nur
erwihnen, dass bei Beginn meiner Versuche 9 Monoaminosiuren, 3
Diamioosduren und das schwefelhaltige Cystin als Spaltproducte von
Proteinen bekannt waren.

Synthese der Monoaminosiuren.

Die Synthese war bereits realisirt bei den 8 Monoaminosiuren:
Glykocoll, Alanin, «-Aminovaleriansiure, Leucin, Asparaginsiure,
Glutaminsiiure, Phenylalanin und Tyrosin, soweit es sich um die
Racemkérper 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 prakiische Brauchbarkeit
ausgezeichnet: einerseits die Wechselwitkung zwischen Ammoniak und
den a-Halogenfettsduren und andererseits die von Strecker herriih-
rende Cyanhydrinmethode, d. h. Vereinigung eines Aldehyds mit Blau-
siiure und Ammoniak und npachfolgende Verseifuug des Amino-cyan-
hydrins

Ich habe beide wiederholt angewendet, um bekannte oder neue
Aminosiiuren zu gewinnen, und habe auch die erste Methode erweitert
durch eine neue Darstellang der dafiir erforderlichen «-Halogenfett-
siuren. Sie besteht darin, die Monoalkylmalonsdure von der allgemei-
nen Formel R.CH[COOH]; zu bromiren und die dabei fast quan-
titativ entstehenden Bromproducte von der Formel R.CBr(COOH);
durch Erhitzen in Bromfettsiiuren zu verwandeln. Auf diese Art liast
sich z. B. die Isobutylmalonséure mit guter Ausbeate in Leucin!) Gber-

) E. Fischer u. W. Schmitz, diese Berichte 39, 331 {1906].
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fiihren. Praktische Bedeutung hat das Verfshren gewonnen fiir die
Bereitung des Phenyl-alanins!), die meiner Ansicht nach bequemer ist,
als die Synthese von Erlenmeyer jun.

Euntdeckt wurde mit seiner Hiilfe die bisher unbekannte y-Phenyl-
«-aminobuttersiivre?), und ich kann es fiir alle diejenigen Fille
empfehlen, wo die betreffende Malonsiure leicht zu bereiten ist. Seine
Verwendung fiir die Synthese der Diaminosiiuren wird spiter be-

sprochen werden.

Spaltung in die optischen Isomeren.

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

Im Gegensatz dazu liefert die Synthese die Racemform, und es
bedarf noch besonderer Operationen, um aus ibr die optisch-activen
Componenten zu isoliren. Die letzte Aufgabe war nur in vereinzelten
Fillen gel6st, am friihesten bei der Asparaginsiure; denn ihr Amid,
das Asparagin, kunn durch blosse Krystallisation des Racemkdrpers
aus Wasser in die beiden optischen Antipoden gespalten werden.

Unvollkommener waren die Resultate, welche E. Schulze und
Bosshard?®) bei dem racemischen Leucin und der racemischen Glu-
taminsdure, oder Engel bei der racemischen Asparaginséure durch
partielle Vergéihrang erzielten; denn sie konnten so nur die optischen
Antipoden der in der Natur gewdhnlich vorkommenden Aminosiduren
erhalten.

Teh habe deshalb eine mneue Spaltungsmethode der Aminosduren
ausgearbeitet, welche daranf beruht, ihre Benzoylverbindungen, welche
starke S#uren sind, mit optisch-activen Basen zu verbinden und die
beiden isomeren Salze durch Krystallisation zu trennen. Die activen
Benzoylverbindungen liefern dann bei der Hydrolyse die entsprechen-
den activen Aminoséduren.

Auf diese Weise gelang es mir, das Alanin*), die «-Aminobutter-
sfiure®), das Leucin®), die «-Amino-n-capronsiure’), das Phenyl-
alanin8), das Tyrosin®), die Asparaginsiure!®) vund die Glutamin-

) Diese Berichte 37, 3062 [1904].

% E. Fischer und W. Schmitz, diese Berichte 39. 351 [1906).

3) Zeitsehr. fir physiolog. Chem. 10, 138 [1886).

4) Diese Berichte 32, 2454 [1899)]. 5) Diese Berichte 33, 2390 [19001.
€) Diese Berichte 33, 2370 (1900},

" E. Fischer und R. Hagenbach, diese Berichte 34, 3764 [1901].

8) Diese Berichte 33, 2383 [1900). %) Diese Berichte 32, 3638 (18991
10y Disse Berichte 32, 2460 {1899).
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siure!) in die optischen Componenten zu spalten und dadnreh auch
die Synthese der natiirlichen optisch-activen Formen zu verwirklichen.
An Stelle der Benzoylverbindungen lagsen sich auch andere
Acylderivate, z. B. die Formylkérper?), fiir den gleichen Zweck ver-
wenden, und diese bieten noch den besonderen Vortheil, dass die Riick-
verwandlung in Aminosiuren sechneller und leichter von statten geht,
und in Folge dessen die Gefahr der Racemisirung vermindert wird.

Synthese der Diaminosduren.

Im Gegensatz zu den Monoaminoséuren sind diese Kérper der
kiinstlichen Herstellung recht schwer zuginglich. Zwar gelang die
Darstellung des Anfangsgliedes, der Diaminopropionsiure, aus e, g-Di-
brompropionsiure und Ammoniak verhiltnissmissig leicht?); dagegen
fehlte es an Methoden, die homologen Substanzen, in demen die
Aminogruppen weiter von einander entfernt sind. zu gewinnen. Selbst
wenn die entsprechenden Bromverbindungen bekannt sind, kann die
Verwandlung in Diaminosiuren missgliicken, wie die Beobachtungen
von Willstiitter zuerst gezeigt haben, der aus «,3-Dibromvalerian-
siiure beziehungsweise dem entsprechenden Dibrompropylmalonester
durch Ammoniak an Stelle der erwarteten Diaminosidure die e-Pyr-
rolidincarbonsiiure gewann*).

Bessere Resultate erhielt ich®) durch eine Modification der schénen
Synthese, welche 8. Gabriel mit Hiilfe des Phtalimids ausgefiihrt
hat. So diente fiir die Synthese der «,3-Diamino-valeriansiure der
von Gabriel beschriebene Phtalimidopropyl-malonsdureester als Aus-
gangsmaterial. Er nimmt in der Malongruppe leicht ein Bromatom
auf. Durch Verseifung und Abspaltung von Kohlensiinre erhiit man
weiter die Phtalimido-brom-valerianséure,

CeHZ GO >>N. CHy..CH,. CH,. CH.COOH ,

Br

und daraus entsteht endlich dureh Ammoniak und nachtriigliche Ab-
spaltung der Phtalylgruppe die «,d-Diamino-valeriansiure. Diese
konnte als die racemische Form des natéirlichen Ornithins gekenn-
zeichnet werden, denn sie lieferte ein Benzoylderivat, das sich nur
durch die optische Inactivitit von der durch Jaffé entdeckten Orni-
thuarsiinre unterscheidet. Den nahe liegenden Gedanken, die synthe-
tische Benzoylverbindung nach der oben beschriebenen allgemeinen

1) Diese Berichte 82, 2464 [1899].

2) E. Fischer und 0. Warhurg, diese Berichte 88, 3997 71905].

%) Klebs, Zeitsehr. fiir physiolog. Chem. 19, 301 {1894].

4) Diese Berichte 33, 1160 [1900]. 5) Diese Berichte 34, 454 (1901}
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Methode in die optischen Compounenten zu spalten, habe ich leider
wegen Mangel an Material nicht ausfiihren k&nnen; er ist aber einige
Jahre spiiter von Sérensen!) mit Erfolg aufgenommen worden.
Damit ist die Synthese des natiirlichen Ornithins und auch des natiir-
lichen Arginins vollstindig durchgefibrt; denn das Letztere entstebt, nach
den Beobachtungen von E.Schulze und Winterstein?), durch Ad-
dition von Cyapamid an Ornithin.

Auf dieselbe Art wie die ,8-Diamino-valeriansiiure erhielt ich
aus dem Phtalimidodthyl- malonsiureester die «,p-Diamino-butter-
siure’), und man kann mit ziemlich grosser Sicherheit voraussagen,
dass der von Gabriel und Maass dargestelite Phtalimidobutyl-
malonsiiureester bei der gleichen Behandlung die «,&-Diamino-capron-
sdure (inactives Lysin) liefern wird. Den letzteren Versuch habe ich
nicht ausgefiihrt, weil es mir in Gemeinschaft mit F. Weigert?) in-
zwischen gelungen war, ein viel bequemeres Verfahren fiir die Syn-
these dieser Diaminosiure zu finden. Es berubt auf der Wechsel-
wirkung, welche der schon von Blank nach der Methode Grabriel’s dar-
gestellte ;-Cyanpropyl-malouester, NC.CHs. Cll;.CHe. CH(COOC,Hs)e,
durch salpetrige Séure erfibrt. Unter Austritt von einem Carbox-
fithyl entsteht dabei der «-Oximido-d-cyan-valeriansiureithylester:

NC.CH;.CH,.CH;.C(:N.OH).COOC.Hs.

Wird diese Verbindung mit Alkohol und Natrium reducirt, so
bildet sich in verh&ltnissmiissig glatter Weise ,s-Diamino-capronséure,
H;N.CH;.CH,.CH,;.CH;.CH(NH,).COOH, die sich als identisch mit
dem racemisirten Lysin erwiesen hat.

Fiir die vollige Synthese des natiirlichen activen Lysins bleibt
nur noch die Spaltung des Racemkérpers auszufiihren, die aller Wahr-
scheinlichkeit nach auech nach meiner Methode mit Benutzung der
Benzoyl- oder Formyl-Verbindung gelingen wird.

Einige Jahre nach meinen Publicationen hat 8. P, L.. Srensen?)
eine nene Synthese des Ornithins und Lysins beschrieben, die grosse
Aehnlichkeit mit meiner Methode hat. Er fiibrt ndémlich zuerst die
Phtalimidogruppe in den Malonsiureester ein, ldsst anf diese Verbin-
dung Natriamalkylat wod 7-Brompropy!-phtalimid beziehungsweise
7-Chlorbutyronitril einwirken und reducirt die letztere Substanz mit
Alkohol und Natrium. Durch nachtrigliche Abspaltung der Ester-
gruppen, der Phtalylgruppen und eines Carboxyls gewinnt er dann
schliesslich die Diaminosidure. Fiir die Bereitung des inactiven Or-

1) Cowpt. rend. d. trav. d. Laborat. Carlsberg VL
?) Diese Berichte 32, 3191 [1899] 3) Diese Berichte 34, 2900 (1901}
#) Diese Berichte 35, 3772 [1902). 5 a.a. 0.
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nithins scheint sein Verfahren mit dem meinigen gleichwerthig zu
sein. Bei der Darstellung des inactiren Lysins lisst aber die Aus-
beute zu wiinschen iibrig, und deshalb ist hier sicherlich das Ver-
fahren von Weigert und mir als bequemer und billiger vorzo-
ziehen. Wir haben darnach ziemlich grosse Mengen (iiber 100 g)
von inactivem Lysinpikrat hergestellt, und dieses Material hat dann
spiter Suzuki und mir fiir die Synthese von Lysyl-lysin und Lysin-
anhydrid gedient?),

Die dritte neue Methode zur Gewinnung von Diaminosiiuren be-
ruht auf der Wechselwirkung zwischen Ammoniak und den doppelt
ungesiittigten Sduren. So entsteht aus der Sorbinsdure beim Lrhitzen
mit starkem, wissrigem Ammoniak auf 150° eine neue Diamino-
capronsiure?®), die mit dem inactiven Lysin isomer ist, deren Structar
aber noch picht sicher festgestellt wurde. Sie ist ausgezeichmet durch
die Neigung, bei héterer Temperatur uuter Verlust von Ammoniak
und Wasser in dag Anhydrid einer Aminohexensidure von der Formel
CsHyON iiberzugehen.

Anf dieselbe Art entsteht aus der 8-Vinyl-acrylsiure eine neue
Diamino-valeriansiure?), die gleichfalls, wenn auch weniger leicht, lei
der Destillation in das Anhydrid einer Aminopentensiiure ibergeht.

Synthese der Oxyaminoséduren.

Nachdem das von Cramer?) entdeckte Serin als regelmissiges
Spaltproduct der Proteine erkannt war?®), und nachdem auch noch
andere Oxyaminosiuren, wie die Oxypyrrolidin-carbonsiure, bei der
Hydrolyse einzeluer Proteine aufgefunden waren®), lag der Gedanke
palie, eine Synthese fiir derartige Producte zu suchen; denn die Me-
thoden, die zur kinstlichen Herstellung des Tyrosins gedient hatten,
konnten fiir die aliphatischen Verbindungen nicht in Betracht kommen.
Gleichzeitig schien eine neue Untersuchung iiber die Structur des
Serins und sein Verhiltniss zu dem kiiostlich gewonnenen Isoserin néthig.

Diese Aufgabe wurde geldst durch die Versuche von H. Leuchs
und mir, welche in der Abhandlung »Synthese des Serins, der {-Glu-
cosaminsture und anderer Oxyamiuosiurene’) beschrieben sind.

!y Diese Berichte 38, 4181 [1905]

2y E. Fischer und F. Schlotterbeck, diese Berichte 37, 2357 [1904],

3) E. Fischer und K. Raske, diese Berichte 38, 3607 [1903].

4) Journ. fir prakt. Chem. [1} 96, 76 [1863).

5) Zeitschr. fir physiolog. Chem. 35, 222 [1902); 36, 473 {1402}
39, 156 [1903].

6) Diese Berichte 35, 2660 [1902).

%) Diese Berichte 35, 3787 [1904].
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Es gelang uns némlich, die Strecker’sche Methode auf die Oxy-
aldehyde anzuwenden. Aus Glykolaldehyd wurde das Serin gewonuen.
Als Zwischenproduct entsteht dabei aller Wahrscheinlichkeit nach das
Amino-cyanhydrin, CH;(OH).CH(NH;).CN, das aber nicht isolirt
wurde. Fiir das Serin ergab sich aus dieser ersten Synthese die
schon friiher gebrauchte, aber keineswege bewiesene Structurformel
CH,; (OH).CH(NH;).COOH, die iiberdies noch durch die Reduction
des Serins mit Jodwasserstoff zum «-Alanin bestitigt werden konnte.
Da dus Isoserin bei gleicher Reduction g-Alanin lieferte, so war auch
seine Structur endgiiltig festgelegt.

Etwas spiter hat E. Erlenmeyerjun. eine andere Synthese des
Serins beschrieben!), die zu demselben Schlusse berziiglich der Structur
fiibrt.

Eine dritte, noch picht publicirte Synthese, die nur eine Modifi-
cation 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 Serine
zu empfehlen.

Viel leichter als der GGlykolaldehyd lidsst sich das Aldol nach der
Cyanhydrin-Methode in die entsprechende «-Amino-y-oxyvaleriansiure,
CH;.CH(OH).CH;.CH(NH;).CO:H, verwandeln; diese ist ebenso
wie die gewdhnlichen y-Oxysiuren durch die Neigung zur Anhydrid-
bildung ausgezeichnet, denn sie verwandelt sich schon bei der Be-
handlung mit Alkohol und Salzsiure in das Hydrochlorat einer Base
C.HyO4N, die wir als das Lacton:

CH;.CH.CH:.CH(NH}).CO
O
aunffassten. Letzteres zeigt eine merkwiirdige Polymerisation; es geht
schon bei gewdhnlicher Temperatur in eine feste Substanz iiber,

welche die gleiche empirische Zusammensetzung, aber das doppelte
Molekulargewicht hat, und die wir glaubten als das Diketopiperazin:
NH
ay
CH;.CH(OH).CH:.CH CO
CO CH.CH;.CH(OH).CH4
R

betrachten zu miissen.
Endlich konnten wir die synthetische Methode auch auf die
Zuckerarten anwenden, Am leichtesten war der Versuch Dbei der

1) Dies¢ Berichte 35, 3764 (19041
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Gualactose, weil die hier in ziemlich guter Ausbedte entstehende Gala-
beptosaminsiure, CH, (OH).[CH.OH},.CH (NH;).COOH, wegen ihrer
geringeu Ldslichkeit in Wasser bequem zu isoliren ist.

Ungleich interessanter aber war das Resuitat bei der {- und d-
Arabinose; deon hier resultiren die /- und die d-Glucosaminsiuren
CH;(OH).[CH.OH];.CH(NH3).COOH, von denen die d-Verbindung
sich identisch mit dem Oxydationsproduct des Glucosamins zeigte. Da
umgekebrt die Glucosaminséiuren sich wieder zum Zuckerderivat redu-
ciren liessen, so war damit die totale Synthese des physiologisch so
wichtigen Glucosamins verwirklicht und gleichzeitig seine Constitution
endgiiltig festgestellt.

Es ist kaum zu bezweifeln, dass map mit Hiiife dieser Methode
noch zahlreiche glucosamindhnliche Derivate der Zuckerarten ge-
winnen kann, und ich halte diese Versuche keineswegs fiir iiberfiiissig,
da aller Wahrscheinlichkeit nach solche Producte in grosserer Zahl
in der Natur zu finden sind.

Eine ganz andere Methode zur Synthese der aliphatischen Oxy-
aminoséuren hat kdrzlich Sérensen!) gefunden. Sie schliesst sich
auf’s engste an seine Synthese der Diaminoséiuren an. So gelang es
ihm, aus dem y-Brompropyl-phtalimidomalonester die 8-Oxy-«-amino-
valeriansiure zu gewinnen, die mit der oben erwiihnten, aus Aldol
entstehenden Verbindung isomer ist. Ich werde spiter auf diese inter,
essante Substanz zuriickkommen.

Schliesslich erwihne ich noch die Synthese von zwei Oxypyrro-
lidincarbonsiuren, welche H. Leuchs?) im biesigen Institut ausgefiihrt
hat und bei der ebenfalls ein Malonester-Derivat als Ausgangsmaterial
diente.

Derivate der Aminosduren.

Um neue Methoden fiir die Isalirung, Erkennung, Reinigung,
Trennupg und Condensation der Aminosiuren zu gewinnen, habe ich
eine Reihe von Derivaten studiren miissen, dber deren Darstellung
Eigenschaften und Benutzung folgende allgemeine Bemerkungen orien-
tiren sollen.

Acylverbindungen.

Am bekanntesten sind die Benzoylverbindungen der Aminosiuren,
an deren Spitze die Hippursiiure steht. Sie lidsst sich synthetiseh recht
gut durch Schiittelo einer alkalischen Lésung von Glykoeoll mit Ben-
zoylchlorid bereiten. Aber dieses einfache Verfahren giebt schlechte
Resoltate bei den kohlenstoffreicheren Aminosiuren. Ich habe es des-

Yoaa. O, ?) Diese Berichte 38, 1937 [1905).
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balb modificirt durch Anwendung von Natriumbicarbonat an Stelle
von Natronlauge und mit dieser Abinderung nicht allein fir die ge-
wohnlichen Aminosiuren — Alanin, Leucin, «- Amioobuttersiure,
«-Amino-n-capronsiure —, sondern aunch fiir die Asparagin- uwod
Glutamin- Séiure recht gute Resnltate erhalten!). Dass diese Benzoyl-
verbindungen fiir die Spaltung der racemischen Aminosfuren in die
optischen Componenten verwendet wurden, ist bereits erwihnt. Man
kaon sie auch in einzelnen Fillen zur Charakterisirung der Amino-
siduren benutzen.

Noch leichter als die Benzoylverbindungen lassen sich die For-
mylderivate?) bereiten, denn sie entstehen in guter Ausbeute beim
blossen Kochen der Aminosiiuren mit trockner Ameisensiure.

Auch sie sind fiir die Spaltung in die optischen Componenten ge-
eignet, wie an dem Beispiel des Formylleucins gezeigt wurde, und sie
bieten den besonderen Vortheil, dass sie sich recht leicht durch Séuren
oder Alkalien in die Aminosiiuren zuriickverwandeln lassen. In Folge
dessen ist die Gefahr der partiellen Racemisirung 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-
siure, die Th. Curtius?) spiter durch Kochen von Glykocoll mit
Essiggiiureanhydrid erhielt, und das racemische Acetyl-leucin, das ich
aus Leucinester und Essigsiiureanhydrid gewann!). Zum Unterschied
von der Formylverbindung bildet letzteres mit den Alkaloiden keine
gut krystallisirenden Salze.

Noch leichter als die Benzoylderivate lassen sich die Verbin-
dungen der Aminosiuren mit der Benzolsulfosidure darstellen, indem
man deren Chlorid mit ihrer alkalischen Lésung schiittelt?). Beson-
ders fillt hier die Schwierigkeit fort, das Benzolsulfoderivat von der
gleichzeitig gebildeten Benzolsulfosdure zu trennen, da diese in Wasser
sehr leicht 16slich ist. In einzelnen Fillen, wie beim Leucin oder
der a-Amino-buttersiure, kdhnen diese Benzolsulfoverbindungen wegen
ihrer schénen Lijgenschaften zur Kennzeichnung der Aminosiure be-
nutzt werden.

Wichtiger fiir diesen Zweck sind aber die gleichen Derivate der
8- Naphtalinsulfosdure®), weil sie in Wasser sich sehr schwer 15sen.
Man kann in Folge dessen mit ihrer Hiilfe die Aminosduren aus sehr

N Diese Berichte 32, 2453 [1899]

%) E. Tischer und O. Warburg, diese Berichte 38, 3997 [1903).

3) Diesc Berichte 16, 757 [1883).

1) Diese Berichte 34, 449 [1901). 5) Diese Berichte 33, 2380 [1900}.
%) E. Fischer und P. Bergell, diese Berichte 35, 3779 {19021,
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verdiinnten und stark veruareinigten Lisangen isoliren. und das Ver-
fahren ist nicht auf die ‘einfaghen Aminosduren beschrinkt, sondern
giebt auch noch bei den Oxyaminossiuren, z. B. Serin und Oxyprolin,
oder bei manchen Polypeptiden, z. B. Glycylglyein, und Alanylglycin,
gute Resultate.

In Folge dessen ist es bereits wiederholt von den Physiologen
zum Nachweis der Aminosiuren im Harn oder anderen thierischen
Secreten benutzt worden.

An Stelle der Naphtalinsulfosiure hat spiter Siegfried die
4-Nitrotoluol-2-sulfosiure ') empfohlen. Dass sie besondere Vortheile
vor der f-Naphtalinsulfosfiure haben soll, ist mir recht zweifelbaft.
Ich will aber die Moglichkeit zugeben, dass in einzeloen Fillen, wo
die p-Naphtalinsulfoderivate schlecht krystallisiren, ein solcher Ersatz
niitzlich sein kann. Selbstverstindlich wird man dann aber auch unter
der grossen Zahl von Sulfosduren noch eine weitere Auswahl treffen
kénnen.

Leider ist das Siiure- Radical in allen diesen Verbindungen recht
fest gebunden, sodass sie der Hydrolyse noch grésseren Widerstand
leisten, als die Benzoylkérper.

Phenylisocyanat-Verbindungen.

Nach der Beobachtung von Paal?) verbinden sich die Amino-~
sduren in alkalischer Liésung mit Phenylisocyanat zu den sogenann-
ten Phenylureidoséiuren. Aus dem Glykocoll entsteht z. B. die Phe-
nylureido-essigsdure. Ich habe solche Verbindungen aus einer grésseren
Anzahl von Aminosiuren dargestelit und auf ihre schénen Eigenschaften
hingewiesen3). Etwas spiiter hat dano A. Mouneyrat!) im hiesigen
Institut gefunden, dass diese Verbindungen beim Eindampfen mit Salz-
siure sehr leicht in ihre Anhydride, Derivate des Hydantoins, iber-
gehen, die ebenfalls schon krystallisiren und schirfere Schmelzpunkte
als die urspriinglichen Ureidosduren haben. C. Neuberg und A.
Manasse3) haben endlich die «-Naphtylisocyanat-Verbindungen fiir
den gleichen Zweck empfohlen.

Ester.

Da sie bei meinen Arbeiten eine besonders wichtige Rolle ge-
spielt haben und deshalb im Nachfolgenden sehr héufig erwihnt
werden miissen, 80 mag wohl ein historischer Riickblick auf ihre
Entdeckung und Verwerthung am Platze sein.

1) Zeitschr. fir physiolog. Chem. 43, ¢3 [1904)

2) Diese Berichte 27, 974 [1894)

%) Diese Berichte 33, 2381, 2386 [1900).

4) Diese Berichte 83, 2393 [1900). % Diese Berichte 88, 2339 {1905}
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Die ersten bestimmten Angaben iber Salze des Glykocoll-Methyl-
und -Aethyl-Esters riihren von Kraut!) her, welcher die Natur der
darch Einwirkung von Jodalky! und Alkobol auf Glykeocoll schon von
G. v. Schilling gewonnenen Producte richtig erkannte. [bre Unter-
sachung blieb aber sehr lickenhaft, bis Theodor Curtius?) gich mit
ihnen beschiftigte. Er zeigte, dass diese Verbindungen ausserordent-
lich leicht durch Einwirkung von Aethyl- oder Methyl-Alkokol und
gasformiger Salzsiiure auf Glykocoll eotstehen, und ferner, dass man
aus den achdn krystallisirenden Hydrochloraten durch Silberoxyd in
dtherischer Losung die freien Ester isoliren kann, dass diese unzer-
setzt destilliren und stark basische Fliissigkeiten von grosser Reactions-
fihigkeit sind. Er wandte das gleiche Verfahren anf das Alanin,
Leucin, Tyrosin und die Asparaginsiiure an, begniigte sich aber bier
mit der Ysolirung der Hydrochlorate, denn sie haben ihm bekanntlich
als Material fiir seine ausgedehnten und erfolgreichen Studien liber
aliphatische Diuszoverbindungen gedient.

Abgesehen von der Wirkung der salpetrigen Sdéure hat Curtius
noch zwei Umwandlungen des Glykocoll-itbylesters untersucht. Die
eine findet in wissriger Lisung statt und fiihrt zum Glycinanhydrid
oder Diketopiperazin, die andere erfolgt beim blossen Stehen des
Esters und liefert die sogenannte Biuretbase, von der untem noch die
Rede sein wird.

Die spiiteren Beobachtungen von T'afel, Lilienfeld, R6hmann
Weidel und Roithner iiber Salze anderer Aminosiiuren haben nichts
principiell Neues ergeben. Meine eigenen Beobachtungen kniipfen des-
halb an die Arbeiten von Curtius an.

In der Ueberzeugung, dass diese Stoffe wegen der Fibigkeit zu
destilliven, fir die Reinigung und Trennung der Aminos&iuren brauchbar
sein wiirden, habe ich mich zuniichst bemiiht, ein bequemeres Ver-
fahren fir die Bereitung der freien Ester aus ihren Salzen zu finden.
Das gelang auf Grund der Beobachtung, dass die Ester bei niedriger
Temperatur von Alkali verbiltnissmiissig langsam angegriffen werden.
Man kann sie deshalb aus der concentrirten wissrigen Ldsung der
Salze bei guter Abkiihlung durch concentrirtes Alkali in Frejheit
setzen und mit Aether extrahiren. Diese Operation giebt allerdings
bei den in Wasser sehr leicht loslichen Estern des Glykocolls, Alanins
und der Asparaginsiure nur dann gute Resultate, wenn man gleich-
zeitig die wissrige Fliissigkeit mit Kalinmecarbonat sittigt.

1y Aon. d. Chem. 177, 267 (1875]; 182, 172 [1876).
2) Diese Berichte 16, 753 (1883]; 17, 938 [1884]; ferner Curtius und
Goebel, Journ. fir prakt. Chem. (2] 37, 150 [1838]
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Mit Hiilfe des Verfahrens lassen sich die Ester von Glykocoll,
Alanin, Aminovaleriansiure, Leucin, Phenylalanin, Prolin, Serin. As-
paragin- und Glutamin-Siure verhiiltnissmissig leicht isoliren. Ver-
luste 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 Diaminosiuren. Hier gelangt man am besten zum Ziel, wenn
man die salzsauren Salze, die keineswege rein zu sein brauchen,
sondern als rohe Syrupe zur Anwendung kommen kdnneo, in trocknem
Methyl- oder Aethyl-Alkohol 18st, dann maassanalytisch in einer kleinen
Probe den Chlorgehalt bestimmt und nun die Hauptmenge mit der
fir das Chlor berechneten Menge von Natriummethylat versetzt?).
Beim vorsichtigen Verdampfen der Fldssigkeit bleiben die Ester nebst
Kochsalz zuriick und kénnen von diesem durch ein geeignetes Lisungs-
mittel, Aether, Essigester, Aceton etc., getrenunt werden.

Fir die Gewinnung des Tyrosinesters kann man auch das Hydro-
chlorat in wissriger Losung mit Kaliumcarbonat zersetzen und die
Flissigkeit mit Essigester ausschiitteln.

Nach diesem Verfahren sind ausser den bereits bekannten Glyko-
collverbindungen die Aethylester des racemischen und des d-Alanins,
der «-Aminobuttersiure, des d/- und l-Leucins, der «-Amino-n-capron-
sdure, des dl-Phenyl-alanins, des [-Tyrosins, des Sarkosins, der As-
paraginsidure und der Glutamingiure im reinen Zustande gewonnen
worden?). Von ihnen ist nur der Tyrosinester bei gewdhnlicher Tem-
peratur krystallisirt. Ebenfalls im freien Zustand isolirt, aber nicht
analysirt, gind die Ester der dl-Diamino-propionsiure, des dl-Lysins,
des Arginins. des Histidins, des dl-Isoserins und des dl-Serins?); sie
bilden leicht losliche, stark alkalisch reagirende Fliissigkeiten.

Im unreinen Zustande habe ich anch den Aethylester des activen
Prolins in Hiinden gehabt. Misslungen ist die Veresterung bei der
o-Amino-y-oxyvaleriansiure) und der Glucosaminsdure’), weil hier
durch die Wirkung des Alkohols und der Salzsdure Lactone entstehen,
vielleicht als Umwandlungsproducte von intermediir gebildeten Esteru.

Die Salze der Ester mit Mineralsiuren sind in der Regel in
Wasser leicht lislich, krystallisiren aber manchmal, insbesondere aus
der alkoholischen Lésung, recht schén. Verhiiltnissmissig schwer
16slich in Wasser sind die Pikrate, die deshalb in vereinzelten Fillen

5 E. I'ischer und U. Suzuki, diese Berichte 38, 4176 {1905].

%) Diese Berichte 34, 433 [1901], %) Diese Berichte 38, 4173 [1905).
4) E. Fischer und H. Leuchs, diese Berichte 35, 3800 [1902].

5) Diese Berichte 36, 23 [1903].
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zur Abscheidung und Identificirung benutzt werden konnen. Hinder-
lich ist nur die grosse Neigung dieser Ester, mit Wagser, zamal in
der Wiirme, zu reagiren und die Aminosiiuren zuriickzabilden,

Im Gegensatz zu den Aminosiuren sind die Ester aunsschliesslich
Basen und zeigen deshalb in ihren Reactionen die grosste Aehnlichkeit
mit den gewéhnlichen priméren Aminen. Ich habe das speciell fiir
den Glykocollester gezeigt, der sich leicht mit Sdurechloriden, Siure-
auhydriden, mit Halogenalkylen, Isocyanaten, Senfilen, Aldehyden,
Ketonen, Schwefelkohlenstoff und Phosgen vereinigt. Genauner unter-
sucht %uarden seine Verbindungen mit Acetessigester, Acetyl-aceton,
Acetonyl-aceton, Phenylsenfdl, Phosgen und Schwefelkohlenstoff?).

Eine besonders interessante Reaction der Ester ist ihre Ver-
wandlung in Diketopiperazine, die zuerst von Curtius bei dem
Glykocollester beobachtet wurde. Sie findet hier in concentrirter
wissriger Losung bei gewdhnlicher Temperatur statt. Anders ver-
halten sich die Homologen. Sie werden durch kaltes Wasser,
allerdings recht langsam, in der Hanptmenge vergeift und in Amino-
sduren verwandelt, Liisst man sie aber in reinem Zustand stehen, su
verwandeln sie sich im Laufe von Wochen oder Monaten partiell in
das Diketopiperazin. Sehr viel rascher erfolgt diese Reaction beim
Erhitzen auof 160—1809, und ich habe darauf eine ebenso bequeme
wie ergiebige Methode zur Darstellang der Diketopiperazine von
Alanin, «-Aminobuttersiure, Leucin, a-Amino-n-capronsiure, Phenyl-
alanin, und Tyrosin gegriindet?). Etwas schwieriger ist die Reaction
bei dem Asparaginsiure-difithylester zu leiten. Sie gelingt bier am
besten beim lingeren Kochen unter 15 mm Drack bei Gegenwart von
wepig Zinkchlorid, liefert aber selbst dann nur 15 pCt. der theore-
tischen Ausbeute?3).

Es verdient hervorgehoben zu werden, dass die Methylester die
Umwandlung in Diketopiperazine viel leichter erfahren, als die Aethyl-
verbindungen*).

Bei der Glutaminsiure ist bisber der Vorgang nicht beobachtet
worden, weil ihr Ester za grosse Neigung hat, in den Ester der
Pyrrolidoncarbonsiure berzugehen.

Endlich verdient noch die Wechselwirknng zwischen den Estern
und dem Ammoniak erwibnt zu werden. Reines fliissiges Amnioniak
erzeugt bei gewdhnlicher Temperatur grosstentheils Amid, und es

1 Diese Berichte 34, 437 ff. [1901]

2) Diese Berichte 34, 442 fi. [1901).

3) E. Fischer und E. Kénigs, diese Berichte 87, 4601 [1904).
4) Diese Berichte 89, 455 [1906].

Berichte d. D. chem. Gesellschaft. Jahrg. XXX1X. 36



Hd4

gelang so, auch sehr ewpfindliche Amide, z. B. das bisher unbekannte
Diamid der Asparaginsiiure, darzustellen?!). In alkoholischer I.6sung
erzeugt aber Ammoniak auch manchmal Diketopiperazine. So ent-
steht bei dem Asparaginsiure-didthylester ausschliesslich das zu dieser
Klusse gehdrige Asparaginimid.

Chloride der Aminosiuren und ihrer Acylderivate.

So lange ich mich mit dem Problem, die Aminosiuren peptidartig
zu verkappeln, beschiftige, ist mir besonders wiinschenswerth ersghienen,
ihre wahren Chloride, die an Stelle des Carboxyls die Gruppe COCI
enthalten, herstellen zu kénnen. Aber manche Versuche missglickten,
weil es an einem passenden Losungemittel tiir die Aa.inosiiuren und
den Chlorphosphor fehltee Erst die Erfahrungen, die ich mit den
Acylderivaten sammeln konnte, haben mich auf den richtigen Weg
gefiihrt.

Den ersten Erfolg brachte die Benutzung des Thionylchlorids
bei den Carbithoxylderivaten des Glyeylglycins?) und etwas spiter
des Glykocolls?). Obschon die Reaction keineswegs glatt verliuft
und deshalb anch nur unreine Producte liefert, so liess sie sich doch
aof einige andere Acylverbindungen, z. B. das j-Naphtalinsulfo-glycin
und das p-Naphtalinsulfo-d-alaniu, iibertragen*). Dagegen versagte sie
in anderen Fillen, weil das Thionylchlorid erst bei hoherer Tempe-
rator wirkt und hier manche der Chloride schon zersetzt werden.
Besser wurden die Resultate, als ich an Stelle des Thionylchlorids
das Phosphorpentachlorid setzte aund als Losungsmittel Acetylehlorid
benutzte. Auf diese Art gelang zuerst die Chlorirung des Bromiso-
capronyl-glycins*), dann des Bromisocapronyl-glycyl-glvcins sowie der
Hippursiure, und alle diese Producte konnten, wie ich spiter aus-
fihrlich schildern werde, fir die Gewinnung von Polypeptiden oder
deren Acylderivaten benutzt werden®),

Der letzte Erfolg dieser langen Versuchsreihe war endlich die
Gewinnung der Aminosiurechloride selbst, die bei der Reaction als
Hydrochlorate entstehen. Die Structur dieser Kérper habe ich durch
die aligemeine Formel R.CH.COCI ausgedriickt, weil ich glaube, dass

NH; C!
sie am einfachsten ihre Entstehung und ihre Verwandlungen darzu-
stellen erlaubt.

1, E. Fisclhier und E. Kdnigs, diese Berichte 87, 4599 [1904).
2) Diese Berichte 36, 2099 (1903 3) Diese Beriehtc 36, 2109 [1903]
4 L. Fischer und P. Bergell, diese Berichte 36, 2594 [1903].
%) Diese Berichte 87, 3070 [10041 8) Diese Berichte 88, 603 {19051
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Bisher wurde das Verfahren nur auf dic Monoamino-monocarbon-
siuren angewendet, hat aber hier ausnahmslos zum Ziele gefiihrt. Die
Operation besteht darin, dass die fein gepulverte Aminoséiure mit etwa
der 10— 15-fachen Menge Acetylchlorid und der berechneten Menge
Phosphorpentachlorid bei 0—20° geschiittelt wird. Die Aminosiure
verschwindet dabei allmihlich, und an ibre Stelle tritt das schwer
iosliche Hydrochilorat des Aminosdurechlorids. Bei einigen Amino-
siuren, namentlich beim Glykocoll, bedarf es allerdings einer beson-
deren Vorbereitung fiir diese Reaction, d. h. die Aminosiure muss
aus der warmen, wiissrigen Loésung durch Alkohol gefsllt und dann
selbstverstindlich scharf getrockmet werden. Mit solchem Material
gelingt es, die Chlorirung so glatt durchzufiihren, dass das Product
nahezu den theoretischen Chlorgehalt besitat.

Ganz anders ist das Resultat, wenn man das aus Wasser kry-
stallisirte Glykocoll auch nach feinster Pulverung und sorgfiltigstem
Trocknen verwendet, da dann garkein salzsaures Glycylchlorid er-
halten wird. Die Ursache dieser merkwiirdigen Verschiedenheit ist
noch nicht aufgeklirt!). Analysirt sind bis jetzt die Chlorderivate
des Glykocolls, des d/- und d-Alanins, der d/-Amino-buttersiure, des
di-Leucins und des di-Phenyl-alanins.

Grossere Schwierigkeiten haben sich bei den Diamino- und Oxy-
amino-Sduren gezeigt, weil %ier phosphorhaltige Nebenproducte ent-
stehen, die die Isolirung der richtigen Chioride sehr erschweren. Auch
fiir Asparagin- und Glutamin-Sdure sind die Versuche noch nicht ab-
geschlossen. Trotzdem bildet die Auffindung dieser Halogenderivate
der Aminosiiuren einen wesentlichen Fortschritt fir die Synthese
vieler Derivate, insbesondere der Polypeptide; denn wie Ipicht be-
greiflich, besitzen diese Producte eine idhnliche Reactionsfihigkeit, wie
die gewdéhnlichen Siurechloride. In Folge dessen bietet auch ihre Er-
kennung keine Schwierigkeiten. Man braucht sie nur mit kaltem Alko-
hol zu iibergiessen, um sofort lebhafte Erwirmung, Lésung und Bil-
dung von salzsaurem Aminosiureester zu beobachten.

Erkennung und Trennung der Aminosiuren.

Im reinen Zustande sind die bisher bekannten «-Amino- und Oxy-
amino-Sauren schon krystallisirte Stoffe, deren Analyse keine Schwierig-
keiten bietet. Trotzdem ist die Ideatificirung kleinerer Mengen, be-
sonders wenn es sich um Unterscheidung von Isomeren handelt, bei
dem Maugel an einem scharfen Schmelzpunkt nicht so einfach. Ausser-
ordentlich schwierig aber kann die Aufgabe werden, wenn es sich um

1 Diese Berichte 38, 2917 |1905]
6"
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complicirtere Gemische bandelt, zumal wenn diese noch darch andere
Substanzen, wie anorganische Salze und dergl.. verunreinigt sind.

Fir die Trennung solcher Gemische war man frither auf die
Krystallisation aus wissriger oder wissrig-alkoholischer Ldsung an-
gewiesen, und jedermann, der sich mit derartigen Versuchen be-
schiiftigt hat, musste die Unvollkommenheit und Unsicherheit des
Verfahrens beklagen. Aus diesem Grunde habe ich den Vorschlag
gemacht, zor Abscheidung und Trennung die Ester zu benutzen. Das
Verfahren wird spiiter bei der Besprechung der Proteine ausfiibr-
licher behandelt werden. Die Destillation der Ester bietet den grossen
Vorzug, dass dadurch alle anorganischen Stoffe und auch die compli-
eirteren Aminosiuren, wie die Diaminosdiuren, die hochmolekularen
Oxyaminosduren, sowie polypeptidartige Producte leicht entfernt
werden.

Ferner wird durch die fractionirte Destillation eine schon ziem-
lich weitgehende Trennung der Ester erreicht, und diese lisst aich
noch verschiirfen, indem man die verschiedene Ldoslichkeit der Ester
in Wasser, Aether und Petroldther benutzt.

Die aus den Estern regenerirten Aminosiiuren sind algo schon
relativ rein uad konnen dann durch specielle Methoden in leicht defi-
nirbare Derivate verwandelt werden. Als solche habe ich in manchen
Fillen die Phenylisocyanat-Verbindungerf und die daraus hervorgehen-
den Hydauntoine mit Vortheil benutzt. In anderen Fillen leisten die
g-Naphtalinsulfoverbindungen noch bessere Dienste. Dass aunch die
frither viel gebrauchten Kupferverbindungen mit zu benutzen sind, ist
selbstverstindlich.

Nur eine der bekannteren Aminosduren, das Prolin, ist in ab-
solutem Alkohol leicht 18slich und kann dadurch verhiltnissmiissig
leicht von seinen Verwandten getrennt werden.

Die Phenylisocyanat- und Naphtalinsulfo-Verbindungen lassen sich
auch hiufig zur Isolirung der Aminosiiuren aus wissrigen, darch
andere Stoffe verunreinigten Ldsungen benutzen. Handelt es sich um
sehr verdiinnte Losungen, wie Harn, so wird man den Naphtalinsulfo-
verbindungen wegen ihrer geringen Ldslichkeit den Vorzug geben.
Ohne dieses Hiilfsmittel wire es trotz der Estermethode sehr schwer
gewesen, das Serin unter den Spaltproducten mancher Proteine zu
erkennen.

Fiir die Diaminoséiuren ist bekanntlich die Féillung mit Phosphor-
wolframsiure das wichtigste Abscheidungsmittel, aber nach meiner
Erfahrung bedarf es bei Anwepdung dieser Methode bestimmter Vor-
sichtsmaassregeln. Die Phosphorwolframate der Monoaminosiuren,
z B. des Glykocolls und des Alanins, sind keineswegs so leicht 15s-
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lich, wie man im allgemeinen annimmt. Ich habe gefuunden, dass die
Verdiinnungsgrenze (5 pCt.), welche E. Schulze und Winterstein!)
fir Glykocoll angaben, nicht mehr giiltig ist, wenn die L&sungen einige
Zeit stehen, wie das ja bei grosseren Fallungen und Filtrationen gar-
nicht zu vermeiden ist; denn selbst 2-procentige Lisungen von Glyko-
coll und Alanin, die ausserdem 10 pCt. Schwefelsdure enthalten, geben
mit einer sehr concentrirten Ldsung von Phosphorwolframsiure nach
lingerem Stehen krystallinische Niederschlige, deren Menge allerdings
ziemlich klein ist.

Endlich ist die Gefahr recht gross, dass die Monoaminosiuren
von den fallenden Phosphorwolframaten der Diaminoverbindungen mit-
gerissen werden, und schliesslich verdient es noch betont zu werden,
dass das Auswaschen der Niederschlige bei grosseren Operationen
nicht 8o leicht ist.

Ich halte es deshalb fiir zwecknissig, den Phosphorwolframsiure-
Niederschlag stets stark abzupressen?), wieder mit Wasser zu ver-
reiben und dann die Filtration und Pressung zu wiederholen. Zur
villigen Ebptferuung der Monoaminosdure ist es dann rathsam, den
Niederschlag mit Baryt zn zerlegen und in der vom Baryt befreiten
Lésung die Fillung mit Phosphorwolframsdure zu wiederholen. Dass
dabei ein Theil der Diaminoséiure durch ibre Lislichkeit verloren geht,
ist unvermeidlich, fillt aber auch nur fiir quantitative Versuche in’s
Gewicht.

Fiir Lysin, Arginin und Histidin besitzen wir ausser der Fillung
mit Phosphorwolfrumsiiure die vortrefflichen, namentlich von Kossel
und seinen Schiilern ausgearbeiteten lsolirungs-Methoden, denen ich
nichts zuzufiigen habe. Anders aber steht es mit den in neuerer Zeit
erst entdeckten Stoffen, die dureh Phosphorwolframséure gefillt werden,
z. B. der von Abderhalden und mir im Casein gefundenen Diamino-
trioxy-dodekansinre, die wahrscheinlich mit Skraup’s Cuseinsiure
identisch ist, aber die von uns aufgestellte Formel besitzt. Sie wird
zwar durch Phosphorwolframsiure sehr leicht gefillt, aber nicht mehr
in den Verdiinnungen, wo Arginin und Lysin noch ausfallen. Aehn-
liche, bisher noch nicht im reinen Zustande isolirte Korper sind
nach meinen Erfihrungen noch mehr unter den hydrolytischen Spalt-
producten des Caseins und anderer Proteine vorhanden.

Speciellere Methoden fiir den Nachweis einzeluer Aminoséuren
sind in der folgenden Zusammenstellung erwihnt, welche in register-
artiger Kiirze alle Beobachtungen enthilt, die von mir und den An-

1) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 33, 574 [1901).
% E. Fischer und E. Abderhalden, Zeitsehr. fiir physiol. Chem,
39, 88 {1903}
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gehbrigen des hiesigen Instituts in Berug auf Darstellung, Eigen-
schaften und Derivate dieser Stoffe gemacht wurden. Der Kiirze
halber sind bei den Literaturangaben »Diese Berichte« mit »B.c,
»Liebig’s Annalen< mit »A.« und »>Zeitschrift fiir physiologische
Chemie« mit »Z.« bezeichnet.

Glykocoll. Darstellung des Aecthylesters aus dem Hydrochlorat durch
Alkali und Kaliumcarbonat (B. 34, 436). Der dort angegebene Siedepunkst
des Esters (43 —44° bei 11 mm Druck) ist zu niedrig. Er wurde spiter fir
ein analysirtes Priparat unter 10 mm Druck bei 51.5—32.5° beobachtet uad
liegt also auffallender Weise etwas hiher, als der Siedepunkt des Alanin-
esters (48.59 bei 10—11 mm). Verbindungen des Esters mit Acetessigester,
Acetyl-aceton, Acetonyl-aceton, Phenylsenfol, Phosgen und Schwefelkohlenstoff
(B. 34, 487 ff.) Qualitativer Nachweis mittels Aethylesterchlorhydrat (Z. 33,
156). Abscheidung und quantitative Bestimmung von Glykocollester-chlor-
bydrat (Z. 83, 183 und 35, 230; ferner 35, 72). 3-Naphtalinsulfo-glycin
(B. 35, 3779). 1-Phenyl-hydantoin aus Glykocoll (B. 33, 2394). Salzsaures
Glycylehlorid (B. 88, 2915). Hippursdure, Nichtspaltbarkeit durch Alkaloide
(B. 32, 2470). Hippurylehlorid (B. 88, 612). Die zahlreichen Verbindungen
des Glykocolls mit halogenhaltigen Acylen sind spiter bei den Dolypeptiden
erwihnt.

Sarkosin. Aethylester (B. 34, 452).

Alanin. Spaltung des Racemkérpers in die optischen Componerten,
Beschreibung der Letzteren: ferner Darstellung des /-, «/- und /-Benzoyl-
alanins (B. 82, 2454 ff.). Acthylester und seine Verwandlung in das Lact-
imid oder Dimethyl-diketopiperazin (B. 34, 442). Abscheidung des Alanins
durch die Estermethode (Z. 83, 157 und 184). Verwandlung von -Alanin
in d-Milehsdare (Z. 33. 190). Darstellung des d-Alanins aus Seide (B. 39, 462).
p-Naphtalinsulfoderivat des -Alapins und des racemischen Alanius (B. 35,
3781). Salzsaures Alanylehlorid (B. 3%, 618 und 2917). Carbathoxylalanin
nebst Ester, Amid und Chlorid (A. 340, 137 ff.).

a-Amino-buttersiure. Darstellung, Benzoyl- und Benzolsulfoderivat;
ferner Spaltung in die beiden optischen Componenten und deren Eigenschaften
(B. 38, 2387 ff.). Aecthylester und seine Verwandlung in das entsprechende
Diketopiperazin (B. 34, 443).

a-Amino-isovaleriansdure. Darstellung des Racemkorpers nebst
Aethylester, Benzoyl- uud Phenylisocyanat-Derivat; ferner Derivate der
a-Amino-zn-valeriansiure, der x-Amino-methyl-ithylessigsiure und der 3 Amino-
isovaleriansiure (B. 35, 400). Auffinduug der activen Amino-isovalerian-
sure im Casein (Z. 83, 157) und im Horn (Z. 86, 469).

Leucin. a) Racemkdrper., Darstellung, Benzoyl-, Benzolsulfo- und
Phenylisocyanat - Verbindung; ferner Spaltung in die optischen Componeuten
(B. 33, 2370 ff.). Verwandlung in Phenyl-isobutyl-hydantoin (B. 83. 2:95).
Aethylester und seine Verwandlung in Leucinimid; fermer Acetylderivat
(B. 34, 419). Salzsaures Leucylchlorid (B. 38, 615). g-Naphtalinsulfoderivat
(B. 33, 3782).



549

b /-Leuein (natirliches). Synthetische Bereitung aus dem Racemkorper
mittels der Benzoylverbindung (B. 383, 2878) oder der Formylverbindung
(B. 88, 3997) oder des Aecthylesters (Warburg, B. 88, 187). Optisches
Verhalten (B. 83, 2379 und B. 38, 4003 ff.). Benzoylderivat (B. 33, 2377).
Aethylester (B. 34, 443). -Naphtalinsulfoderivat B. 85, 3783;.

d-Leucin. Darstellung aus dem Racemkdrper mittels der Benzoyl-
verbindung (B. 33, 2375), mittels der Formylverbindung (B. 88, 3997).

«-Amino-n-capronsiure. Benzoyl- und Benzolsuifo-Verbindungen
(B. 33, 2382). Spaltung in die optischen Componenten mittels der Benzoyl-
verbindung (B. 34, 8764). Aethylester (B, 34, 150).

Phenyl-atanin. a) Racemkdrper. Darstellung nach dem Verfahren
von Erlenmeyer jun.; ferner Spaltung in die optischen Isomeren mittels
der Benzoylverbindung (B. 33, 2383 ff.). Darstellung aus der Benzylmalon-
siure (B. 37. 3064). Aethylester und seine Verwandlung in das Diketo-
piperazin (B. 84, 450). 3-Naphtalinsulfoderivat (B. 83, 3783'. Salzsaures
Phenylalanylcklorid (B. 38, 2918).

b) d-Phenyl-alanin. Darstellung ans dem Racemkérper; optisches Ver-
halten und Phenylisocyanatverbindung (B. 83, 2385). Umwandlung in Phe
nylbenzylhydantoin (B. 33, 2396).

¢) -Phenyl-alapin. Isolivung und Nachweis mit der Hstermethode unter
den Spaltproducten des Caseins (Z. 33, 171, des Scidenfibroins (Z. 33, 188),
des Oxybamoglobins (Z. 86, 273). Nachweis kleiner Mengen durch die Bil-
dung von Phenyl-acetaldebyd beim Kochen mit <Bichromat und Schwefelsiure
(Z. 83, 174>

»-Phenyl-z-aminobuttersiiure. Synthese aus der Phenyl-athyl-
malonsiiure und Eigenschaften (B. 39, 355).

Tyrosin. Darstellung des racemischen Benzoyltyrosins nach der Me-
thode von Erleameyer jun. und seine Spaltung in dic optischen Compo-
nepten. Ferner Synthese des natiirlichen /~Tyrosins, sowio des d-Tyrosins
und ihr optisches Verbalten (B. 32, 3638). Dibenzoylderivat des (-Tyrosins
(B. 82, 2454). Gewinnung des {-Tyrosins aus Scidenfibroin (Z. 33, 181).
I-Tyrosin-dthylester und seine Verwandlung in dus entsprechende Diketo-
piperazin (B. 34, 431).

Asparaginsiure. Spaltung des Racemkérpers in die optischen Com-
poenenten mit Hiilfe der Benzoylverbindang: ferner Benzoylirung und optisches
Verhalten der [-Asparaginsiure (B. 32, 2459 f1.). /-Asparaginsiure-diithyl-
ester (B. 34, 452). Darstellung desselben Esters aus Aspuragin; ferner seine
Verwandlung in Asparaginsiunre-diamid, Asparagin und das Piperazinderivat
(B. 37, 4599 ff..

Glutaminsaure Spaltung des Racemkorpers in die optischen Compo-
nenten mit Hilfe der Benzoylverbindung (B. 32, 24G4). d-Glutaminsiure-
diathylester (B. 84, 453). Darstellung der «-Glutaminsiure aus Cusein
(4. 338, 153).

Prolin oder Pyrrolidin-a-carbonsiure. Neue Synthese des Ra-
cemkorpers: seine Phenylisocyanat-verbindung und deren Anhydrid (B. 34,
458", Entdecknng des activen /-Prolins unter den Spaltproducten des Caseins
durch Salzsiure und seine lsolirung nach der Estermethode: Phenylisneyanat-
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verbindung and deren Anhydrid, Racemisirung (4. 33, 167). Entstehung des
activen und racemischen Prolins bei der Hydrolyse des Caseina durch Alkali
(Z. 35, 227). Bildung des [ Prolins bei der e¢nzymatischen Spaltung des
Caseins (Z. 40, 215). Praktische Darstellung des racemischen Prolins aus
Gelatine (B. 37, 3072).

Oxy-prolin. Entdeckung der activen Form unter den Spaltproducten
der Gelatine, Krystallform , Drehungsvermégen, Verbindung mit Phenyliso-
cyanat und Reduction zu Prolin (B. 35, 2660). Nachweis unter den Spalt-
producten des Caseins (Z. 39, 136). Synthese von zwei inactiven Oxypyrro-
lidincarbonsiauren (H. Leuchs. B. 88, 1937).

Serin. Synthese, Phenylisocyanat-verbindung, Reduction zu a-Alanin
(B. 385, 3787). Nachweis unter den Spaltproducten des Seidenfibroins und
optische Insctivitit (Z. 35, 221 ff.). Ich halte es fiir wabrscheinlich, dass in
den Proteinen die active Form des Serins enthalten ist, die vielleicht schlecht
krystallisirt und deshalb schwer zn isoliren ist. Das inactive Serin, das man
bisher aus Proteinen gewonnen hat, wiirde nach dieser Anschauung erst durch
Racemisirung aus der activen Form entstehen. Es wire deshalb interessant,
die Racemform durch die Benzoylverbindung in die optischen Componenten
zu zerlegen.

Isoserin. Verbesserte Darstellung, Kupfersalz, Aethylester, Plienyliso-
cyanat-verbindung und Reduction zu #-Alanin (B. 35, 3794 ff.).

«a-Amino-y-oxy-valeriansiure. Synthesc. Lacton und dessen Um-
wandlung in das polymere Di-g-oxypropyl-diketopiperazin. Phenylisocyanat-
verbindung und Reduction zu «- Amino-valeriansaure (B, 33, 3797).

Galaheptosaminsiure. Synthese und Kupfersalz (B. 33, 3801).

Glucosaminsiure. Synthese der /- und !-Verbindung. Laoslichkeit
und Drehungsvermégen der activen Formen (B. 85, 3502 ff.). Synthese der
d-Verbindung und des daraus durch Reduction entstehenden ¢/-Glucosamins
(B. 36, 24),

n,3-Diamino-propionsdure. Methylester und seine Verwandlung in
das Dipeptid (B, 38, 4173).

7,y-Diamino-buttersiure. Synthese (B. 34, 2900).

a,d Diamino-valeriansidure oder Ornithin. Synthese des Racem-
korpers und seiner Benzoylverbindungen (B. 34, 462 ff.).

Eine zweite, ziemlich ahnliche Synthese ist spiiter von Sireusen aus-
gefithrt worden (a. a. O.). Er hat ferver die Dibenzoylverbindung nach meiner
Methode in dic optischen Componenten zerlegt, sodass also jetzt auch die
Synthesc der beiden activen Ornithine und des activen Arginins verwirk-
licht ist.

Diamino-valeriansiure (unbckannter Structur). Synthese auns 3-Vi-
nylacrylsiure (B. 38, 3607).

a.e-Diamino-capronsidure oder Lysin. Synthece des Racem-
korpers, seine Monobenzoyl- und Dibenzoyl-Verbindung und das Phenylisocya-
natderivat: ferner Racemisirung des activen Lysins (B. 35, 3772 ff.). Methyl-
ester des racemischen Lysins und seine Verwandlung in dax Anhydrid oder
Diketopiperazinderivat (B. 38, 4173).
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Diamino-capronsiaure (unbekannter Structar). Darstellung aus Sor-
binsiure und Kigenschaften (B. 37, 2357 ff.).

Arginin. Methylester und seine Condensation. Praktische Darstellung
des Arginins aus Edestin (B. 38, 4186).

Histidin. Isolirung des Methylesters aus dem Hydrochlorat und seine
Verwandlung in das Anhydrid (B. 38, 4184).

Cystin. Identitit von Protein- und Stein-Cystin, Optisches Verhalten
und Dimethylester (Z. 45, 403).

11, Polypeptide.

Den Namen Polypeptide habe ich vorgeschlagen fir die Producte,
die durch amidartige Verkettung von Amminosiuren entstehen und
deren einfachster Vertreter das Derivat des Glykocolls, das sogenannte
Glyeyl-glyein, NH; CH; CO. NHCH; COOH, ist. Nach der Anzahl der
in ihnen enthaltenen Aminosiuren sollen sie als Di-, Tri-, Tetra-Peptide
u. s. w. unterschieden werden. Diese Bezeichnung ist einerseits der
Nomenclatur der Kohlebydrate nachgebildet, andererseits ist darin das
alte Wort Pepton verwerthet, denn ich babe von Anfang an erwartet
und ich bin durch alle nachfolgenden Beobachtungen in dieser Ueber-
zeugung bestirkt worden, dass diese kiinstlichen Producte den natiir-
lichen Peptonen sehr nahe verwandt sind, mit anderen Worten, dass
die Peptone im wesentlichen ein bisber untrennbares Gemisch von
Polypeptiden sind.

Da wegen dieser Beziehungen die synthetischen Kérper ein weit-
gebendes Interesse beanspruchen diirfen, so habe ich mich im Laufe
der letzien 4 Jabre eifrig bemiibt, die Methoden fiir ihren Aufbau so
vielseitig und leistungsfihig wie méglich zu gestalten, und es ist mir
auecb Dank der Hilfe einer grosseren Anzahl von Mitarbeitern ge-
lungen, eine stattliche Reihe solcher Stoffe im reinen Zustand zu ge-
winnen.

Da ich mich zu der Hoftnung berechtigt halte, dass diese Ver-
suche den Beginn der Synthese in dem Gebiete der Peptone bedeuten,
so scheint es mir apgezeigt, bei ihrer zusammenfassenden Besprechung
einen historischen Riickblick auf iltere Versuche in diesemn Gebiete
zu geben. An die Spitze desselben will ich ohne Aeuderung 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 Anbydridbildung wieder zu grosseren
Complexen zu vereinigen, ist schon seit ldngerer Zeit von verschiede-
nen Forschern experimentell behandelt worden. Wir erinnern nur an
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die Apbydride der Asparaginsiure von Schaal?), ihre Verwandlung
einerseits in den colloidalen Polyasparaginharnstoff yon Grimaux?),
andererseits an die Polyaspartsiuren von H. Schiff¢), ferner an die
Versuche von Schiitzenberger?) iiber die Vereinigung verschiedener
Aminosiduren (Leuncine und Leuceine) mit Harnstoff durch Erhitzen
wit Phosphorsiiureanhydrid, an die dhnlichen Beobachtungen Lilien-
feld’s?®) iiber die Wirkung von Kaliumsulfat, Formaldehyd und an-
deren Condensationsmitteln aaf ein Gemisch von Aminosiiureestern
und endlich an die Angaben von Balbiano und Frasciatti®) iiber
die Verwandlung des Glykocolls in ein hornartiges Anhydrid durch
Erbitzen mit Glycerin. Aber alle von ihnen beschriebenen Producte
sind amorphe, schwer charakterisirbare Substanzen, iber deren Strue-
tar man ebenso wenig wie iiber 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, snccessive und mit definirbaren Zwischenstufen die Molekiile
verschiedener Aminosduren anhydridartig aneinander zu reihenc.

Ausger den genanaten Forschern hat sich dann noch Theodor
Curtius mit der Verkettung von Aminosiuren beschiftigt, aber in
der allergrossten Zahl seiner Versuche benutzte .er als einen Com-
ponenten nicht die freie Aminosiiure, sondern deren Benzoylderivat.
Obschon die so resultirenden Benzoylkdrper ganz andere Eigenschaften
als die freien Polypeptide bLesitzen und deshalb fir die Chemie der
Proteine nur eine uutergeordnete Bedeutung haben, so will ich
doch die Versuche von Cuartius, von denen er selbst eine historisch
gehaltene Uebersicht gegeben hat?), hier ebenfalls besprechen, weil es
sich bei ihnen um krystallisirende, schar! definirbare Stoffe hundelt.

Bereits im Jahre 1882 erhielt er durch Einwirkung von Benzoyl-
chlorid auf Glykocollsilber ausser Hippursiure noch zwei héher mole-
kulare Sduren, von denen die eine als Hippurylamido-essigsiure,
CeH; CO. NHCH; CO.NHCH; COUH, gekennzeichnet wurde. Sie ist
also die Benzoylverbindung des von Fourneau und mir entdeckten
Glyeyl-glyeins. ’

1) Ann. d. Chem. 157, 24 [1871]). %) Bull. soc. chim. [2] 38, 64 [1882).

% Apn. d. Chem. 303, 183 [1898] und 307, 231 [183u].

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

5) Dubois’ Archiv 1894, 583 und 555.

%) Diese Berichte 33, 2323 [1900] und 34, 1501 [1901).

" Journ. fir prakt. Chem. [2] 70, 57 [1904).
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Die zweite, sogenannte y-Siure, die in alkalischer Losung mit
Kupfersalzen eine biuretidhnliche Fiarbung giebt, erhielt er im folgen-
den Jahre auch durch Zusammenschmelzen von Hippuarsiureester und
Glykocoll. Aber erst 21 Jahre spiiter, nachdem inzwischen von mir
die freien Polypeptide entdeckt waren, gelang es Curiins und Bean-
rath, die wahre Zusammensetzung der Verbindung, die Benzoyl-penta-
glyceyl-aminoessigsiiure ist, festzustellen. )

Allerdings hatte Cuartius schon 1884 darauf hingewiesen, dass
bei der Einwirkung von Glykocollsilber anf Benzoylchlorid »neben
Hippursiure eine Reihe von Siuren entsteht, in der jedes folgende
Glied ein Glykacoll — H;O = NHCH;CO mehr enthilt als das vor-
handene«. Aber das war doch mehr eine theoretische Conception, als
eine experimentelle Errungenschaft, da von keinem dieser hiheren
Glieder die Zusammensetzung richtig ermittelt war. Eine andere Ver-
suchsreihe von Curtius, die nach meiner Ansicht fiir das Kapitel der
Polypeptide griossere Bedeutung hat, ist aus seiner Entdeckung des
freien Glykocollesters hervorgegangen. Er fand in Gemeinschaft mit
Goebel, dass dieser Ester in wissriger Lsung in das Glycinanhydrid

verwandelt wird : NH<882 CCHO> NH, welches der einfachste Repri-
.CHy

sentaut der fiir die Chemie der Dipeptide so wichtigen Diketopiper-
azine ist. Er bLeobachtete ferner, dass der Glykocollester beim Auf-
bewahren eine Base liefert, welche dhnlich dem Biuret mit Alkali und
Kupfersalzen eine schéne rothe Farbe liefert und deshalb »Biuretbasec
genannt wurde. Seine Anpgaben iiber Zusammensetzung und Eigen-
schaften der Verbindung, die er damals nicht rein gehabt hat, mussten
allerdings spiter modificitt werden.

Im Jabre 1901 fanden E. Fourneau und ich!) durch Aufspal-
tung des Glycinanhydiids mit Siuren das erste und einfachste Poly-
peptid, das schon erwihnte Glycyl-glycin nebst seinem Ester und der
Pheuylisncyanat-verbindung, sowie dem Carbithoxyl- und dem Carb-
amido-Derivat seines Esters. Ein halbes Jabr spiter konnte ich den
Nachweis fiihren?), dass bei dem Carbiithoxyl-glycyl-glycin noch eine
dritte Aminosdure angefiigt werden kann, indem man seinen Ester niit
Leucinester zusammen erhitzt, wobei unter Alkoholaustritt der Cib-
athoxyl-glyceyl-glycyl-leucinester, CyH;CO,. NHCH,CO.NHCH,(O.
NH.CH(C,H,).CO: Cs Hs, resultirt.

In derselben Abhandlang ist ein anderes Dipeptid, das Leucyl-
leucin Leschrieben, das aus dem schon linger als 50 Jahre bekanuien
Leucinimid darch Erhitzen mit concentrirtem Bromwasserstoft ue-
wonnen wurde.

1y Diese Berichte 34, 2868 {1901]. 2) Diese Berichte 35, 1035 {1902].
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Einige Monate spiiter erschien eine vorliufige Notiz von Curtius
iber eine neue Synthese des Hippurylglycins aus Hippurylazid und
‘Glykocoll nnd die Benutzung der gleichen Methode zur Verlingerung
der Glycinkette, webet als Endproduct die Benzoyl-pentagiycyl-
.amidoessigséure,

CsH; CO.(NHCH,CO);, .NHCH,COOH,
resultirte!).

Im Jahre 1903 gelang mir zum Theil in Gemeinschaft mit Otto
zom ersten Male die Verwandlung des Carboxyls in die Sdurechlorid-
gruppe bei den Derivaten des Glykocolls und zwar durch gelindes
Erwidrmen des Carbithoxylglycins mit Thionylchlorid. Das hierbei
entstehende Carbiéithoxylglycylehlorid konnte zwar nicht im analyser.-
reinen Zustand gewonnen werden, liess sich aber leicht mit Glycin-
oder Alanin-Ester verkuppeln, und durch Verseifung der zuerst ent-
stohenden Ester konnten Carbithoxyl-glycyl-glycin und Carbithoxyl-
glyeyl-alanin isolirt werden.

Die Chlorirung mit Thionyleblorid war auch noch anwendbar
bei den Carbithoxylderivaten des Glyeyl-glycins und des Diglycyl-
glycing, und durch Verkuppelung der Chloride mit Glycinester wurde
dann als Eodproduct der Carbithoxyl-triglycyl-glycin-ester gewonnen,
der bei der Verseifung die Triglycyl-glycin-carbonsiure lieferte?):

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

Diese und dhnliche Verbindungen standen den freien Polypeptiden
schon niher, als die Benzoylderivate von Curtius, da sie nur das
eine Carboxyl als fremden Bestandtheil enthielten. Aber die Hoffnung,
dieses als Kohlensiiure abspalten zu kénnen, wie man es nach dem
Verhalten der Carbaminsiure und ihnlicher Substanzen erwarten
musste, hat sich leider nicht erfillt., Ieh babe deshalb in Gemein-
sohaft mit Otto3) einen anderen Weg eingeschlagen, um die freien
Polypeptide zu gewinnen.

Glycyl-glycinester wurde zuerst mit Chloracetylchlorid combinirt
und das aus dem so resultirenden Ester durch Verseifung gewounene
Chloracetyl-glycyl-glycin durch Erwirmen mit Ammoniak in Diglyeyl-
glycin verwandelt,

NH..CH:.CO.NHCH;CO.NH.CH:.CO;.H.

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

!} Diese Berichte 83, 3226 {1902}
?) Diese Berichte 36, 2094, 2106 [19031.
3) Diese Berichte 36, 2106 [19031,
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Inzwischen war auch die Biuretbase von Curtius von nenem
studirt worden. Schwarzsehild?!), der das Verhalten gegen Trypsin
untersuchte, glaubte sie als den Aethylester eines Heptapeptids, d. h.
des Hexaglycyl-glycins, betrachten zu miissen. Aber erst Curtius?)
erkannte im Jahre 1904 ibre richtige Zusamensetzung und Structur;
er zeigte in Gberzeugender Weise, dass sie der Aethylester des Tri-
glyeyl-glycins ist. Ich konnte diesen Schluss bald nachher bestitigen,
da das von mir auf ganz anderem Wege gewonnene Triglycyl-glycin
bei der Veresterung dieselbe Verbinduny, resp. ihr Benzoylderivat
lieferte °). Eine interessante, von Curtius erwihnte Verinderung er-
fibrt der freie Ester nach einer Beobachtung seines Mitarbeiters Gum-
lich; denn ihnlich dem Glycinester gebt er dabei in Anbydrid iber?),
das auch ebenso, wie es von mir und Fourneau fiir das Glycin-
anhydrid beobachiet wurde, durch Salzsiiure aufgespalten wird und
dabei ein Octapeptid des Glycins liefern soll.

Einen anderen Verlanf der Reaction 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 lisst®).

Im Sommer 1904 hat endlich Theodor Curtius in einer Reihe
von Abhandlaongen®), die den gemeinsamen Titel »Verkettung von
Amidosiurenc tragen, seine Synthesen von Benzoylderivaten der Poly-
peptide ausfihrlich beschrieben. Sie erstrecken sich auf die Deri-
vate des Glykocolls, Alanins, Isoserins, der Asparaginséiure unud -
Amino-buttersiure. Fiir die Synthese wurde stets die Azidmethode be-
nutzt. Obschon sie auch noch manche interessante Beobachtungen —
insbesondere fiber die Metamorphosen der Azide — enthalten, so kann
ich doch auf ihren Inhalt nicht weiter eingehen, da alle Punkte er-
wiihnt sind, die zu meinen Versuchen in Beziehung stehen.

Ungefiihr um dieselbe Zeit fand ich”), dass das Bromisocapronyl-
glycin auch mit [’hosphorpentachlorid in sein Chlorid verwandelt
werden kann, wenn man als Losangsmittel Acetylchlorid benutzt, und
dass die Combination solcher Chlorkdrper mit Aminosdureestern eine
neue Synthese von Polypeptiden gestattet. Die Verfolgung dieser
Beobachtung hat mich im Jahre 1905 zur Entdeckung der Chloride
der Aminostiuren selbst gefiihrt, die abermals eine neue und durch

1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathologie 4, 155 [1903].

7 Diese Berichte 37, 1284 [1904]. 3) Diese Berichte 37, 2504 [1904].
4) Diese Berichte 37, 1300 [1304] 5) Diese Berichte 39, 458 [1906).
6) Journ. f. prakt. Chem. [2] 70, 57 ff. {1904].

7 Diese Berichte 37, 3070 [1904]



556

ihre Anwendung auf die optisch-activen Substanzen besonders wichtige
Methode zam Aufbau der Polypeptide im Gefolge hatte?).

Synthetische Methoden.

Da das ilteste Dipeptid, das Glyeylglyein, zuerst aus dem Glycin-
anhydrid erhalten wurde und da auch heuate noch manche Dipeptide
am leichtesten aus den 2.5-Diketopiperazinen?) darzustellen sind, so
will ich zuniichst die Bildungsweisen der Letzteren besprechen, indem
ich zugleich auf die von mir frither gegebene historische Uebersicht?)
ihrer Entdeckung verweise.

Das idlteste Glied der Klasse ist wohl das sogenannte Leucinimid,
welches zuerst von Bopp*) 1849 beobachtet und spiiter auch kiinst-
lich aus dem Leucin durch Krhitzen im Kohlensiure-°) oder im Salz-
siure-Strom*®) erhalten wurde. Nach demselben Verfahren sind die
Anhydride des Phenyl-glykocolls, Phenyl-alanins und Sarkosins darge-
atellt. Beziiglich der zahlreichen 2.5-Diketopiperazine mit zwei an
Stickstoff gebundenen 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 wissriger
Lésung zam grossen Theil in das Anhydrid:

2 NHj.CH;.C00 Cy Hy = 2C, Hg O + NH<8gfb0£>Nﬂ.

) Diese Derichte 38, 605 {1903]

%) Dieser urspriinglich von C. A. Bischoff, sowie von Abepnius und
Widman gebrauchte Name (diese Berichte 21, 1257 u. 1662 [1888)) ist spiter
durch Diacipiperazin ersetzt worden. Ich habe letzteren ebenfalls so lange be-
nutzt, bis A, Hantzsch, der die Silbe »aci« fiir andere Zwecke reserviren will,
wieder Diketopiperazin in Vorschlag brachte (diese Berichte 88, 998 [19057.
Obgleich Bedenken dagegen erhoben werden kénnen und man nach cinem Vor-
schlag, den mir Hr, P. Jacobson privatim machte, vielleicht besser den
von Kekulé herrithrenden Ausdruck »Dioxo« (vgl. Anschiitz u. Parlato,
diese Berichte 25, 1977 [1892) hier anwenden wiirde, so scheint es mir doch
besser, vorliufig keine Aenderung mchr vorzunehmen, weil dadurch stets
einige Verwirrung gestiftet wird.

3) Diese Berichte 34, 435 {1901]. Y Ann. d. Chem. 69, 28 [1849].

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

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

") z. B. Chemie der 6-gliedrigen, heterocyclischen Systeme von Brahl,
Hjelt und Aschan, S. }043.
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Bei den kohlenstoffreicheren Aminosiuren erfolgt die Reaction in
wissriger Losung nicht oder nur in sehr geringem Maasse, wobl aber,
wie ich gefunden habe?l), sehr langsam beim Aufbewabren und ziew-
lich rasch beim Erhitzen anf 150—180°. Das Verfabren ist sehr zu
empfehlen fir die Bereitung der Diketopiperazine von Alanin, Amino-
buttersiure, Leucin, e-Amino-n-capronsdure, Phenyl-alanin und Tyrosin.
Der gleiche Vorgang spielt sich rasch schon bei 100 ab bei dem
Methylester des Histidins und Lysins?); langsam erfolgt er bei 100®
anch bei dem Methylester des d-Alanins?). Mit einer kleinen Modi-
fication Jdsst er sich auch benatzen bei dem Asparaginsiure-diithyl-
ester'); dagegen versagt er bei den Estern der Glutaminsiure, weil
diese zu leicht in die Ester der Pyrrolidou-carbonsiure iibergehen.

Eine dritte, recht glatt verlaufende und deshalb fiir die praktische
Darstellung in vielen Fillen geeignete Methode beraht aunf der
Wechselwirkung zwischen Ammoniak und den Estern der Amino-
siuren, die ein «-Halogenacyl entbalten. Sie wurde gefunden?) bei
dem Chloracetyl-alaninester und gab das erste gemischte Diketo-
piperazin:

Cl.CH;.CO.NH.CH(CHj,3).CO.CyHs + 2NH;

CH;.CO
= NH,Cl + C:Hs O + NH< NH .
CO—-CH.CH;

Dass die Reaction auch noch in complicirteren Fillen eintritt,
beweist die ziemlich glatte Verwandlung des Chioracetyl-asparagin-
siureesters in Anhydro-glycyl-asparaginsiureester und Anhydro-glycyl-
asparagin®).

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

Dass dieser letzte Process in der That sehr leicht stattfindet,
wurde zuerst bei dem Glycyl-glycinester?) und spiter in zahlreichen
anderen Fillen beobachtet und ist deshalb wichtig, weil darauf eine
Trennung der Dipeptide von den héheren Polypeptiden beruht. Im
Zusammenhang damit steht die Bildang der Diketopiperazine durch

1 Diese Berichte 34, 435 71901).

7) R. Fischer und U. Suzuki, diese Berichte 38, 4173 [1905].
3) Diese Berichte 39. 469 [1906].

4 E. Fischer und E. Konigs, diese Berichte 37, 4601 [1904].

5 E. Fischer und E. Otto, diese Berichte 36, 2112 [1903].

%) E. Fischer und T. Konigs, diesc Berichte 37, 4589 [1904)

) E. Fischer und E. Fourneau, diese Berichte 34, 2873 (1901}
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Aphydrisirung der Dipeplide selbst, die in manchen Fillen recht glatt
beim Schmelzen erfolgt!).

Eine recht eigenartige Entstehung von Diketopiperazinen wurde
bei der a-Amino-y-oxy-valeriansiure beobachtet?), denn ihr &liges
Lacton verwandelt sich schon bei gewdhnlicher Temperatur duarch
Umlagerang und Polymerisation in das feste Piperazinderivat. Walr-
scheinlich wird man den gleichen Vorgang bei anderen a-Amino-y-oxy-
sduren wiederfinden.

Endlich erwibne ich noch eine complicirtere Bildungsweise der
Dipeptide. Bei der Darstellung des Diglycyl-glycing und des Thi-
glyeyl-glycins aus den entsprechenden Chloracetylkérpern warde als
Nebenproduct eine kleine Menge Glycinanhydrid beobachtet3). Hier
muss also in geringem Maasse eine hydrolytische Sprengung der
Glycinkette stattfinden.

Bildung der Dipeptide aus den 2.5-Diketopiperazinen.

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

NH<832 ‘CCI_B>NH + H;0 = NH;CH; CO.NH. CHy. COOHY).

Er wurde zuerst durch kurzes Erwirmen mit starker Salzsdure
bewirkt®), wobei das Hydrochlorat des Dipeptids entsteht und beim
starken Abkiihlen krystallisirt. Verwendet man an Stelle der wissri-
gen Lasung alkoholische Salzsiiure, so resultirt das Hydrochlorat des
Glycyl-glycinesters. Bei den Homologen des Glycinanhydrids stéest
die praktische Ausfiibrung der Reaction auf gréssere Schwierig-
keiten. Bei dem Alaninanhydrid z. B. sind die Producte der Auf-
spaltung mit Salzsdure sowoh!l in wiissriger wie in alkoholischer Lo-
sang so schwer zu krystallisiren, dass thre Isolirung bisher nicht ge-
lang, und es bedurfte hier der Ueberfiihrung des Alanyl-alaninesters

1 Apn. d. Chem. 340, 126 ff. [1905).

?) E. Fischer und H. Leuchs, diese Berichte 85, 3798 [1902].

3) Diese Berichte 37, 2501 ff. [1904].

4) Bei den aromatischen Abkémmlingen des Diketopiperazins, z. B. dem

Ditolylderivat CH. CsHa. N< o7 >N. CsHy. CHa, ist dic gleiche Reaction

schon 1888 von P. W. Abenius und O. Widman (diese Berichte 21, 1662
{1888} beschrieben worden. Aber an ihre Uebertragung auf die aliphatischen
Verbindungen, bei denmen allerdings nicht allein die &usseren Eigenschaften,
sondern auch die Affinitatsverhiltnisse wesentlich anders sind, hat niemand

gedacht.
% E, Fischer und-E. Fourneau, diese Berichte 34, 2869.{1901].
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in seine Carbdthoxylverbindung, um ein reines Priparat zu gewin-
nen'), Wieder andere Bedingungen waren nothig bei dem sachwer
l6slichen Leucinanhydrid (Leucinimid). Hier gelang die Verwandlung
in Leucyl-leucin am besten durch !/s-stiindiges Erhitzen mit einer bei
00 gesiittigten, wissrigen Bromwasserstoffsdlure.

Bequemer ist die Aufspaltung der Diketopiperazine durch ver-
diinntes  Alkali?). Bei Anwendung von Normalpatronlange vollzieht
sich die Verwandiung des Glycinanhydrids in das Dipeptid bei ge-
wohnlicher Temperatur schon in 15—20 Minuten, und die Isolirung
des Dipeptids bietet gar keine Schwierigkeiten, besonders wenn man
das Alkali nicht durch Salzsiure, sondern durch Jodwasserstoff oder
Essigsiure abstumpft, weil die hierdurch entstehenden Natriumverbin-
dungen in Alkohol leicht I6slich 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?),

Langsamer erfolgt der Angriff des Alkalis bei den kohlenstoff-
reicheren Diketopiperazinen; denn bei dem Anhydrid der «-Amino-
buttersiure ist bei gewdhulicher Temperatur schon tagelanges Schiit-
teln nothwendig4). Aehnliches] wurde beim Anhydrid des Histidins
beobachtet®). Allerdings gebt die Aunfspaltung bei hdherer Tempe-
ratur rascher von statten, aber dabei entsteht dann auch die Gefahr,
dass die Hydrolyse weiter bis zur Bildung von Aminosiiuren fort-
schreitet. Bei dem Leucinanhydrid®) ist die Schwierigkeit noch
grosser, sodass die Reaction hier noch nicht durchgefiihrt werden
konnte.

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

CO CH; CO  CH(RY
NH< SNH  oder NH< SNH
CH(R).CO CH(R).CO

Sie entsprechen zwei verschiedenen Dipeptiden, aus denen sie
einerseits entstehen und [in die sie andererseits durch Aufspaltung
zurickgehen kénnen. Dieser Fall wurde experimentell gepriift bei
dem Leucyl-glycin-anhydrid,

CO.CH.C,Hy
NH< >NH
CH;.CO

1y Diese Berichte 35, 1103 (1902). %) Diese Berichte 38, 607 [1905]
% E. Fischer und K. Kautzsch, diese Berichte 38, 2375 [1903].

4) Nach Versuchen von Dr. K. Raske. % Diese Berichte 38, 4185 [1905]
8 Diese Berichte 38, 609 [1905].

Berichte d. D. chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXIX. 31
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Es entsteht sowohl aus dem Leucyl-glycin wie aus dem Glycyl-
leucin durch Abspaltung von Wasser?!) und liefert bei der Aufspaltung
mit Alkali wieder beide Dipeptide?), allerdings in ungleicher Menge.

Zu erwihnen ist endlich die ziemlich weitgehende Racemisirung,
die beim Aufspalten des d-Alanin-achydrids mit Alkali eintritt?).

Synthese der Polypeptide mittels der Ester.

Wiihrend die Ester der einfachen a-Aminosduren unter Abgabe von
Alkohol so leicht in Diketopiperazine iibergehen, fiibrt die Reaction
bei der Diamino-propionsiure nur bis zum Ester des Dipeptids. Der
Grund dafiir ist vielleicht der, dass die Kuppelung hier an der in
g-Stellung befindlichen Aminogruppe erfolgt und dadurch die Bildung
eines Piperazinringes unméglich wird. In der That verhilt sich das
Isoserin ebenso, withrend der Methylester des Serins, das eine @- Amino-
sdure ist, unter den gleichen Bedingungen ein Diketopiperazin liefert*).

Die grosse Neigung der Ester zur Abspaltung von Alkohol ist auch
noch bei den hoheren Polypeptiden vorhanden. Curtius hat sie zuerst
fir den Aethylester des Triglycyl-glycins®) erwahnt, und ich habe sie
bald nachher bei dem Derivat des Diglycyl-glycins beobachtet?). Viel
glatter geht nach meiner Erfahrung der Vorgang bei den Methyleatern.
So konnte ich zeigen, dass der Methylester des Diglycyl-glycins bei
100° sebr rasch nach der Gleichung

2NH3;CH;CO.NHCH, CO.NHCH; CO, CH;

= CH,0 + NH;CH;CO.(NHCH:CO),. NHCH; CO; CH;4
in den Methylester des Hexapeptids iibergeht, aus dem das Hexapeptid
durch Verseifung leicht zu erhalten ist?), Voraussichtlich wird dieses
Verfabren beim Aufbau complicirterer Systeme noch recht gute Dienste
leisten.

Synthese der Polypeptide mittels der Halogenacyl-
Verbindungen.

Ebenso leicht wie die gewdhnlichen Siureradicale lassen sich
die halogenhaltigen Acyle in die Aminosiuren einfiihren, und durch
nachtrigliche Bebandlung der Producte mit Ammoniak entstehen
Dipeptide. Fiir das Glycyl-glycin wird der Vorgang durch folgende
Gleichung veranschaulicht:

Cl.CH;.CO.NHCH, COOH ~+ 2NH;j
= NH,Cl + NHsCH:CO.NHCH,CO OH.

Y Anp. d. Chem. 340, 127 [1905..

%) Nach Versuchen von Hrn. Schrauth, diec noch nicht publicirt siod.
3 Diese Berichte 39, 469 [1906).

L Fischer und U, Suzuki, diese Berichte 38, 4174 19051

% Diese Berichte 87, 1300 [19041 6) Diese Berichte 37, 2501 [1904)
*; Diese Berichte 39. 453 [19061.
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Das Dipeptid lisst 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 Leistungsfihigkeit ist damit sicher noch nicht erreicht.
Zur Einfiihrung des Halogenacyls in die Aminosiiure oder das Poly-
peptid stehen zwei Methoden zur Verfigung: Einwirkung des Halogen-
acylehlorids auf die alkalische L&sung der Aminosiure bezw. des
Polypeptids oder auf die Ldsung ihrer Ester. Der erste Weg ist
der bequemere und giebt in vielen Fillen ausgezeichnete Resultate.
Bei einfacheren Halogenacylchloriden, wie Chloracetylchlorid oder
Brompropionylbromid, die schon von Wasser sehr rasch zersetzt
werden, muss die Operation bei sehr niederer Temperatur ausgefiihrt
werden und liefert trotzdem in manchen Fillen keine gute Ausbeute.

Bei demn zweiten Verfahren, d. h. bei der Anwendung der Ester,
verlduft die Reaction in der Regel glatter, besonders in wasser-
freien Lésungsmitteln wie Aether, Petrolither, Chloroform; aber sie
hat den Nachtheil, dass man 2 Mol. Ester auf 1 Mol. des Sadurechlorids
verwenden muss, da die Hilfte des Esters als Hydrochlorat der Re-
action entzogen wird. Der Uebelstand fillt allerdings weg, wenn
man in wissriger Losung in Gegenwart von Alkali oder Alkalicarbo-
nat arbeitet, aber auch dann ist moch eine nachtriigliche Verseifung
des Esters erforderlich, die ebenfalls Verluste von wechselnder Grosse
darch Verinderung des halogenhaltigen Radicals mit sich bringen
kann. Im allgemeinen wird man also die Ester nur dann benatzen,
wenn die Reaction in wissriger Losung schlecht verliuft, oder wenn
das anzuwendende Halogenacylchlorid verhdltnissmissig kostspielig ist.

Als Halogenacylchloride kamen selbstverstindlich vorzugsweise
die in Betracht, die den «-Aminosiuren und zwar den in der Natur
vorkommenden eutsprechen. Bisher warden benatzt:

Chlor-(Brom)-acetylchlorid zur Einfihrung des Glyeyl;
a-Brom-propionylchlorid (bromid) » » »  Alanyl;

actives /-e¢-Brom-propionylchlorid » » > activen Alanyl;
a-Brom-batyrylchlorid » » > a-Aminobutyryl;
a-Brom-isocapronylchlorid » > » Leucyl;
«-Brom-phenylacetylchlorid > > > Phenylglyeyl;
«-Brom-hydrozimmts#urechlorid  » » » Phenylalanyl;
a,0-Dibrom-valerylchlorid » » > Prolyl

Die Mehrzahl dieser Chloride musste fiir die Zwecke der Syn-
these erst bereitet werden und fiir einige davon, wie das Brom-isoca-

37*
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pronyl-1) und das Brom-hydrozimmtsaure-Chlorid?), fehlte auch noch die
Synthese der zugehdorigen Siuren.

Einer besonderen Erliuterung bedarf die Benutzung des «,8-Di-
bromvalerylchlorids zur Bereitung von Prolylverbindungen. Die Wir-
kung des Ammoniaks fiihrt hier pimlich nicht zar Substitution beider
Halogene durch Amid, sondern es wird statt dessen der Ring des
Pyrrolidins erzeugt.

Speciell studirt warde der Vorgang bei dem ,8-Dibromvaleryl-
alanin, dessen Umwandlung in Prolyl-alanin?®) durch folgende Glei-
chung wiedergegeben wird:

CH, Br.CH;.CH;.CHBr.CO.NH.CH(CH;). COOH + 3NH;
= 2NH,Br + CH;.CH;.CH;.CH.CO.NH.CH(CHj;).COOH.
NH

Mit der Halogenacyl-Methode sind die meisten bisher bekannten
Polypeptide gewonnen worden. Die Zahl der Halogenacyle kann
gewiss moch vergrossert werden, and ich habe die Hoffnung, dass
man bei Verwendung von «,p-, «,y- und «,e-Dibromacylen auch das
Radical der Diamino- bezw. Oxyamino-Sduren einfihren kann.

Als anderer Component sind ausser den gewdhnlichen Amino-
siuren auch die Oxyaminoverbindungen, wie Tyrosin4) und Isoserin?®),
oder Prolin€) und endlich complicirtere Substanzen, wie Cystin7), be-
reits mit Erfolg benutzt worden.

In einem Falle hat bisher die Methode versagt. Das Halogen-
succinyl néimlich kann in den Combinationen mit Aminosiuren picht
in Asparagyl verwandelt werden, sondern liefert ausschliesslich Fu-
marylderivate; aber gliicklicherweise kann in diesem besonderen Falle
der Schaden durch ein Specialverfahren ausgeglichen werden, denn
diese Famarylkérper addiren beim Erhitzen mit starkem, wissrigem Am-
moniak die Base unter Bildung von Asparagyl-Verbindungen. Auf diese
CH: CO.NHCH (CHs) COOH
‘CH, CO.NHCH (CH;)COOH’
und Asparagyl-mono-glycin gewonnen®). Wahrscheinlich wird sich
die letzte Reaction auch auf Verbindungen von einfachen ungesittigten
Acylen ausdehnen lassen; aber es besteht dann die Gefahr, dass die

Weise wurden Asparagyl-di-alanin, NH
9.

1) Diese Berichte 36, 2983 [1903); 87, 2492 [1904).

% Diese Berichte 87, 3062 [1904),

3 E.Fischer u. U. Suzuki, diese Berichte 87, 2842 [1904].

4) Diese Berichte 37, 2495 [1904).

3) E. Fischer u. F. Kéolker, Ann. d. Chem. 340, 172 [1905).

%) E. Fischer u. E. Abderhalden, diesec Berichte 37, 3071 (1904].
) E. Fischer u U.Suzuki, diese Berichte 37, 4575 [1904).

3) E. Fischer u. E. Konigs, diese Berichte 3%, 4585 (1904].
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Aminogruppe nicht in die «-, sondern wie bei den upgesittigten Siuren
in die g-Stellung eintritt.

Aufbau der Polypeptide durch Verlingerung der Kette
am Carboxyl

Dass man bei den Benzoylderivaten der Aminosiuren mit Hiilfe
der- Ester und der Azide in dieser Richtung aufbanen kann, hat
Curtius in weitgehender Weise gezeigt. Ich selbst habe fir die Carb-
dthoxylverbindungen eine #hnliche Methode gefunden, bei der die
Chloride, die man durch Behandlung mit Thionylchlorid gewinnt, in
Anwendung kommen. Beide Verfahren sind in der historischen Ein-
leitung ausfiibrlich besprochen.

Fiir die Synthesen der Polypeptide kommen sie nicht in Betracht,
da es bisher kein Mittel giebt, das Benzoyl oder das Carbithoxyl
ohne Schidigang des ganzen Systems abzuaspalten.

Um diese Schwierigkeit zu umgehen, habe ich die gleiche Reac-
tion auf die Halogenacyl-Verbindungen ausgedebnt und dadurch eine
sehr brauchbare Methode fiir die Darstellung von Polypeptiden ge-
wonnen.

Fiir die Chlorirung des Carboxyls hat sich aber das Thionyl-
chlorid in den meisten Fillen nicht bewdhrt. Ich musste vielmehr
auf das Phosphorpentachlorid zuriickgreifen, kam aber damit erst zum
Ziel, als gleichzeitig Acetylchlorid zur Lésung verwendet wurde.

Der erste erfolgreiche Versuch betraf das «-Bromisocapronyl-
glycin!). Bei der Behandlung mit Acetylchlorid und Phosphorpenta-
chlorid liefert es ein Product, das zwar nicht analysirt werden konnte,
das aber nach seinem ganzen Verhalten sebr wahrscheinlich die Struc-
tur C4Hy. CHBr.CO.NH.CH;.COCl hat. Dieses lisst sich nun sehr
leicht mit den Estern von Aminosduren oder Polypeptiden verkuppeln.
So entstehen z. B. mit Glycin-dithylester und Glycyl-glycinester?) fol-
gende beide Verbindungen:

C4He.CHBr.CO.NHCH,CO/NHCH,CO, C; H;,

CiH,.CHBr.CO.NHCH;CO.NH CH;CO.NHCH; CO; Cs H;.

Durch Verseifung und nachtrigliche Behandlung mit Ammoniak
wird die erste in das Leucyl-glycyl-glycin und die zweite in das Leucyl-
diglyeyl-glycin verwandelt. Dass das Verfahren auch noch bei com-
plicirteren Systemen verwendbar ist, beweist das Verhalten des a-Brom-
isocapronyl diglycyl-glycins 3).

Die Darstellung des Chlorids gelingt hier sogar besonders leicht,
und dieses lidsst sich nicht allein mit Glykocollester, sondern ebenso

1y Diese Berichte 37, 3070 [1904] 2y Diese Berichte 88, 610 [1905].
%) Diese Berichte 39, 453 [1906].
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leicht mit Glykocoll selbst oder sogar mit Polypeptiden, wie Glyeyl-
glycin oder Diglyeyl-glycin, in alkalischer LGsung kuppeln.

Aus den so resultirenden Brom-Verbindungen konnten dann darch
Ammoniak die Polypeptide:

Leucyl-tetraglycyl-glycin und Leucyl-pentaglycyl-glycin
gewonnen werden. Diese Methode ist gewiss noch eines weiteren Aus-
baus fihig. Sie hat nur den Nachtheil, dass manche Chloride, be-
sonders die einfacher zusammengesetzten, in Acetylchlorid Idslich sind
und beim Verdampfen der Lisung eine theilweise Zersetzung erleiden.

Dieser Uebelstand fillt weg bei der Uebertragung der Reaction
auf die Aminosiuren selbst. Sie werden dadurch, wie oben ausfiihr-
lich dargelegt ist, in die Hydrochlorate der Aminosiurechloride von
R.CH.COCI

NH,;C1
in Acetylchlorid schwer 16slich und deshalb leicht zu isoliren sind?).
Werden diese Chlorverbindungen dann bei gewdhnlicher 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 Chlorirungsverfahren hat sich bei allen einfachen Monoamino-
sduren bewihrt. Besonders wichtig ist seine Brauchbarkeit bei den
optisch-activen Aminosiiuren, weil sie einen neuen Weg fiir die Syn-
these von optisch-activen Polypeptiden erdffnet?). Versagt hat leider
das Verfahren bisher bei den Oxy-amino- und Diamino-Siuren, weil
hier phosphorhaltige Producte resultiren.

Dagegen scheint die Reaction etner allgemeineren Anwendung
fihig zu sein bei den Polypeptiden. So konnten das Leucyl-glyein und
das Leuncyl-diglycin in die entsprechenden Chlorderivate iibergefiihrt
werden, die durch Combination mit Leucinester und Glycinester ein
Tri- bezw. Tetra-peptid lieferten.

Voraussichtlich wird es gelingen, an Stelle der einfachen Amino-
siureester auch die Polypeptidester oder an Stelle der Ester die
alkalische Losung der Aminosiiuren und Polypeptide bei dieser Syn-
these zu verwerthen.

der allgemeinen Formel verwandelt, die in der Regel

Synthese von optisch-activen Polypeptiden.
Da alle in der Natur vorkommenden Proteine, sowie ihre Spal-
tungsproducte: Albumosen, Peptone u. s. w. optisch activ sind, so
muss das vornehmsie Ziel der Synthese selbstverstindlich die Gewin-

1) Diese Berichte 38, 606 und 2914 [1905).
3) Diese Berichte 38, 2921 {1903); 39, 453 [1906..



5685

nung von Polypeptiden gein, die nur die natiirlichen optisch-activen
Aminosiiuren entbalten. Ich habe mich deshalb besonders bemiiht,
moglichst viele praktische Methoden fiir diesen Zweck aufzufinden.

Die ersten Erfolge wurden erzielt durch die Uebertragung der
Halogenacyl-Methode auf die activen Aminosduren. Dahin gehért die
Synthese des Glycyl-l-tyrosins?!), des Glycyl-asparaging?) und des
Diglyeyl-cysting3). Complicirter werden die Verhiltnisse bei Anwen-
dung von Halogenacylen mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom,
wie a-Brom-propionylbromid oder o-Brom-isocapronylchlorid, dean
ibre Combination mit einer activen Aminosiure muss ein Gemisch
von zwei isomeren optisch-activen Halogenverbindungen bezw. Dipep-
tiden liefern. In einzelnen Fillen, wie bei dem - und I[-Leucyl-
asparagin lassen sich diese beiden Formen durch Krystallisation
trepnen, und man erhilt dann einheitliche optisch-active Dipeptide*).
Gewohbnlich aber sind die Léslichkeitsverhiltnisse der stereoisomeren
Korper so édhnlich, dass ihre Scheidung durch Umlésen nicht gelingt.
Aus diesem Grunde ist die Einheitlichkeit mancher der friiher be-
schriebenen activen Polypeptide, wie Leucyl-I-tyrosin®), Leucyl-aspa-
raginsiure ¢), zweifelhaft.

Einen besonderen Fall bieten das Dialanyl- und Dileucyl-Cystin,
denn hier ist auch die Mdoglichkeit vorhanden, dass ein einheitliches
Molekiil entstebt”), welches sowohl die d- wie die l-Form des Alanyls
bezw. Leucyls enthilt.

Eine zweite Methode beruht auf der Anwendung optisch-activer
Halogenacyle. Mit Hiilfe des linksdrehenden «-Brom-propionyl-
chlorids wurde die Synthese des l-Alanyl-glycins®) ausgefiibrt. Leider
aber sind die activen Halogenacylchloride, bezw. die entsprechenden
Halogenfettsiiuren schwer zuginglich, 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-aminoséuren, z. B. das e-Bromisocapronyl-glycin,
durch Alkaloide in die optisch-activen Componenten zu spalten, aber
bisher keinen rechten Erfolg gehabt.

1) Diese Berichte 87, 2495 [1904). %) Diese Berichte 37, 4387 [19041

3) Diese Berichte 37, 4577 [1904).

1) Dicse Berichte 87, 4591 [1904] und nach weiteren, noch nicht publi-
cirten Versuchen von Dr. E, Koénigs.

%) Diese Berichte 37, 2498 {1904]. 8) Diese Berichte 37, 4593 {1904].

) Fischer und Suzuki, diese Berichte 37, 4575 [1904].

$) Fischer und Warburg, Ann. d. Chem, 340, 165 [1903].
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Recht werthvoll scheint mir endlich fir den Aufbau activer Poly-
peptide die zuvor schon erwibnte Verwendung der Chloride von
activen Aminosiiuren. Genauer gepriift ist sie bei dem d-Alanin, dessen
Chlorid mit den Estern des Glykocolls und des d-Alanins combinirt
wurde, wobei einerseits das d-Alanyl-glycin und andererseits das
d-Alanyl-d-alanin resultirte. Da das Verfahren aller Wahracheinlich-
keit mach auch fiir die activen Polypeptide angewandt werden kann,
so wird es voraussichtlich fiir die Bereitung complicirterer optisch-
activer Formen noch eine grosse Rolle spielen.

Mit Hilfe der zuvor zusammengestellten Methoden sind bisher
nahezu 70 Polypeptide der verschiedensten Zusammensetzung bereitet
worden, die ich zur leichteren Uebersicht in der folgenden Tabelle
zusammenstelle. Bei jeder Verbindung ist die hauptsichlichste Lite-
ratarstelle mit denselben Abkiirzungen wie in der ersten Tabelle
(3. H48—551) zugefiigt.

Tabelle der Polypeptide.
Dipeptide,.

Glycyl-glyein (B. 84, 2870).

Glyeyl-dl-alanin (B. 34, 2489).

Glycyl-d-alanin (moch nicht publicirt).

dl-Alanyl-glycin (A. 340, 130), Fischer und Axhausen.

d-Alanyl-glycin (B. 38, 2921).

I-Alanyl-glycin (A. 8340, 165), Fischer und Warburg.

Alanyl-alanin (inact.) (B. 38, 2376), Fischer und Kautzsch.

d-Alanyl d-alanin (B. 39, 465).

«-Aminobutyryl-glycin (A. 340, 182) Fischer und Raske.

a-Aminobutyryl-a-Aminobuttersiure A } (A. 340, 187) Fischer

> » B und Raske.

Glycyl dileucin (A. 340, 157), Fischer und Warburg.

di-Leucyl-glycin (A. 340, 144), Fischer und Brunner.

Alanyl-leacin A |

» » B

Leucyl-alanin (A. 8340, 160), Fischer und Warburg.

Le‘:"}""“:‘*”“ g | (A.840, 174, 175), Fischer und Kolker.

Leucyl-leucin (B. 35, 1104 und 37, 2491).

Phenylglycylsglycin (A. 840, 192)

Phenylglyeyl-ala

(A. 340, 154, 155), Fischer und Warburg.

in A Fischer und
. B $ (A. 340, 197) Schmidlin.

» »
Glyeyl-phenylalanin (B. 87, 3313)
Alanyl-phenylalanin (ibid.)
Leucyl-phenylalanin A

> > B

> Leuchs und Suzuki.
2 (B. 87, 3308)
7
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Dipeptide.
Phenylalanyl-glycin (B. 38, 2919).
Phenylalanyl-phenylalanin (B. 37, 3068).
Glycyl-I-tyrosin (B. 837, 2495).
Leucyl-l-tyrosin (B. 37, 2498).
Seryl-serin (B. 88, 4195) i s .
Isoseryl-isoserin (B. 38, 4193) { Fischer und Suzuki
Glycyl-asparagin (B. 37, 4587
Leucyl-asparagin (B. 37, 4591
Phenylglycyl-asparagin (A. 340, 199), Fischer und Schmidlin,
Leuacyl-asparaginsiure (B. 37, 4593) . .
Asparagyl-monoglycin (B, 37, 4594) % Fischer und Konigs.
dl-Prolyl-alanin (B. 837, 2845), Fischer und Suzuki.
Leucyl-prolin (inactiv) (B.87,3074), Fischer und Abderhalden.

Dipeptide der Diaminosiuren.
Diamino-%)ropions:'iure-Dipeptidz (B. 88, 4173), Fischer und
Lysyl-lysio \ Suzuki.
Histidyl-histidin /

Tripeptide.
Diglycyl-glycin (B. 86, 2983 und 37, 2500).
dl-Alanyl-glyeyl glycin (B. 36, 2987).
Dialanyl-alanin (B. 38, 2384), Fischer und Kautzsch.
dl-Leucyl-glyeyl-glycin (B. 36, 2990).

Leucyl-alanyl-alanin ‘g % (B. 38, 2381), Fischer und Kautzsch.

Fischer und Konigs.

» > »
Glycyl-leueyl-alanin (A. 340, 164), Fischer und Warburg.
Alanyl-leucyl-glyein (A. 340, 150), Fischer und Brunner.
Leucyl-alanyl-glycin A | (A. 340, 136, 137), Fischer und Ax-

5 » » B ( hausen.
dl-Phenylalanyl-glycyl-glycin (B. 8%, 3066).

Diglycyl phenylalanin (B. 87, 3315)

Leucyl-glycyl-phenylalanin (B. 87, 3314) Leuchs und

Dileucyl-phenylalanin oder Suzuki.

Leucyl-a-leucylphenylalanin (B. 87, 3311)

Asparagyl-dialanin (B. 37, 4597), Fischer und Kénigs.
Tetrapeptide.

Triglyeyl-glyein (B. 3%, 2501).

dl-Leucyl-diglveyl-glyein (B. 38, 611).

Dileacyl-glyeyl-glyein (B. 37, 2506).

Diglycyl-cystin (B. 87, 4577)

Dialanyl-cystin (B. 37, 4579) ¢ Fischer und Suzuki.

Dileucyl-cystin (B. 87, 4580)
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Pentapeptide.

Tetraglyeyl-glycin (B. 37, 2507).
Hexapeptide.

Pentaglyeyl glycin (B. 39, 472).

Leucyl-tetraglycyl-glycin (B. 39, 460).
Heptapeptide.

Leucyl-pentaglyeyl-glycin (B. 39, 461).

Stractur der Polypeptide und Diketopiperazine.

Die Resultate der Synthese und alle bisher bekannten Metamor-
phosen der Polypeptide fiihren iibereinstimmend zu dem Schiusse, dass
in ihnen die Aminosduren amidartig verkuppelt sind. Dies gilt auch
fir die Derivate der Oxyaminosiuren, z. B. die Leucyl-isoserine, bei
denen die zweite Maglichkeit, nimlich eine esterartige Verkuppelung
-der Componenten, durch eine besondere Untersuchung ansgeschlossen
werden konnte'). Trotz dieser Vereinfachung bleibt die Frage nach
der Structur und der Moglichkeit von isomeren Formen bei den Poly-
peptiden immer noch complicirt genug; denn bei ihnen vereinigen
sich die Streitpunkte, welche beziiglich der Structur der Amide und
der Amiposiuren bisher unerledigt geblieben sind. Wir haben also
einerseits mit der Méglichkeit von Lactam- und Lactim-Formen und
andererseits mit dem Gegensatz von freier Aminosiure 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;3COO NH; CH; C(OH) : NCH:COO.

Da es nach den bisher vorliegenden Beobachtungen unmdéglich
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 fir iberflissig, bel einem griindlicheren Studium der Polypep-
tide auch die iibrigen Formen, deren Zahl natiirlich mit der Grosse
des Molekiils sich vermehrt, in’s Auge zu fassen. Schon jetzt habe
ich bei einigen Polypeptiden Beobachtungen gemacht, die auf ver-
schiedene Zustinde hinzudeuten scheinen. So ist das Leucyl-diglycyl-
glycin im amorphen Zustand in Alkohol leicht 18slich; erwirmt man
aber die alkoholische Fliissigkeit auf dem Wasserbade, so beginnt
nach einiger Zeit die Abscheidung des krystallinischen Tetrapeptids,
das nun in Alkohol sehr schwer 16slich ist?).

1y Ann. d. Chem. 840, 177 [1905). %) Diese Berichte 38, 611 [1903).
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Eine besondere Art von Isomerie, deren Ursache bisher aach
noch nicht aufgekldrt ist, hat sich bei den Carbithoxylverbindungen
der Polypeptide gezeigt, Die Erscheinung wurde zuerst beobachtet
bei dem Carbithoxyl-glveyl-glycinester; die daraus durch Verseifung
mit Alkali entstehende Glycyl-glycin-carbonsiure, HO;C.NH.CHj
.CO.NH.CH;3.CO:H, giebt niimlich bei der Behandlung mit alkoho-
lischer Salzsiiure einen ebenfalls neutralen Ester, der mit der ur-
springlichen Verbindung isomer ist. Ich habe die Ester vorliufig als
a~- und f-Verbindung unterschieden und musste die Feststellung ihrer
Structur weiteren Versuchen iiberlassen.

Die gleiche A1t der Isomerie wurde bei dem Carbithoxyl-digly-
cyl-glycinester und endlich auch bei den entsprechenden Doppelamiden
beobachtet?).

Eine weitere Complication erfihrt die Frage nach der Structur
der Polypeptide, wenn sie Amino-dicarbonsiiure oder Diaminosdure
enthalten. So musste fiir das Asparagyl-monoglycin die Wahl zwi-
schen den beiden Formeln

CO.NH.CH%CO()H COOH
CH.NHn oder CH.NH:
CH,.COOH CH;3;.CO.NH.CH:.COOH

offen bleiben?). Ebenso wenig konnte fiir das Dipeptid der Diamino-
propionsdure eine lintscheidung zwischen den Formeln

NH,.CH;.CH(NH.).CO.NH.CH..CH(NH;). COOH
NH;.CH..CH(NH,).CO.NH.CH.COOH
CH:.NH,
getroffen werden?).

In pichster Beziehung zu den Dipeptiden stehen die Diketopi-
perazine. Auch bei ihnen hat man ausser der iiblichen Ketoform die
Enolform zu beriicksichtigen. Fiir die einfachste Verbindung der
Klasse, das Glycinanhydrid, sind also drei Mdglichkeiten gegeben:
CO.CH; ‘C(OH).CHy~ v N~C(OH).CHy_py
CH:.CO CH..C(OH)" ~CH; cOo—

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

NH< >NH N-.

!) Diese Berichte 36, 2096 [1903].
?) Diese Berichte 37, 4534 [1904]. 3y Dijese Berichte 838, 4173 [1705).
) Diese Berichte 38, 609 und 2376 {1905].
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Configuration der Polypeptide?).

Mit Ausnahme des Glykocolls enthalten alle a-Aminosduren, um
die es sich bei den vorliegenden Synthesen vorzugsweise handelt, ein
asymmetrisches Kohlenstoffatom. Bei den Polypeptiden berechnet sich
also die Zahl der selbststindigen optischen Isomeren nach der be-
kannten van 't Hoff’schen Formel za 2". Z. B. ein Dipeptid von der
aligemeinen Formel:

NH;.CHR.CO.NH.CHR.COOH

muss wegen der beiden durch Sternchen markirten, asymmetrischen
Koblenstoffatome in vier activen Formen existiren, von denen je zwei
eine racemische Verbindung bilden kénnen. Bei Benutzung von race-
mischem Rohmaterial ist also a priori die Bildung von zwei isomeren
inactiven Substanzen zu erwarten, und diese miissen schou auftreten
bei den halogenhaltigen Zwischenproducten:

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

Derselbe Schluss gilt natiirlich auch fir die Umwandlung eines
Dipeptids in Tripeptid, mit anderen Worten, fiir die Ankuppelung
jeder weiteren Aminosiiure mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom.
Diese Isomerie ist zuerst bei dem Leucyl-phenylalanin?) beschrieben
worden. Dazu sind spiter viele neue Beispiele gekommen: Leucyl-
alanyl-glycin, Alanyl-leucin, a-Aminobutyryl-¢-aminobuttersiiure, Phe-
nylglycyl-alanin, Leucyl-isoserin?), Leucyl-alanyl-alanin*), und es ver-
dient bervorgehoben zu werden, dass in fiinf Fillen die Trennung der
Isomeren schon bei den halogenhaltigen Zwischenproducten gelungen ist.

Die bisherigen Betrachtungen sind selbstverstindliche Consequenzen
der Theorie des asymmetrischen Kohlenstoffatoms, speciell 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 Publication durch E. Mohr?)
geschehen, der bei der Darstellang der «-Phenyl-dthylamide der Ben-
zyl-iithyl-essigsiure ebenfalls zweil Isomere erhielt. Wie in seiner
zweiten Abhandlung erwihnt ist, hatten aber schon drei Jahre friiher
Kipping und Hall ihnliche Resultate bei den Hydrindamiden der
Phenylchloressigssiure erhalten®).

1) Diese Berichte 37, 2486 [1904].

%) Leuchs u. Suzuki, diese Barichte 37, 3300 [1901).

%) Ann. d. Chem. 349, 124 [1905]. ¢) Diese Berichte 3%, 2375 {1905}

% Diese Berichte 3%, 2702, 3470 [1904] und Journ. fiir prakt. Chem.
{21 71, 305 [1905].

%) Journ. chem. Soc. ¥9, 445 [1901).
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Der Aufbau der Polypeptide hat jedoch ein viel reicheres Mate-
rial fiir die Beleuchtung solcher Reactionen gegeben, und ich konnte
deshalb die Aufmerksamkeit auf einen anderen theoretisch recht wich-
tigen Punkt lenken, d. h. auf das Mengenverhiltniss, in welchem die
beiden méglichen Isomeren praktisch entstehen. Da hdufig nur eine
einzige Form isolirt werden konnte, 50 muss man .annehmen, dass sie
unter der Bedingung der Synthese die begiinstigte ist und darum,
wenn auch nicht ausschliesslich, so doch in iiberwiegender Menge ent-
steht. Theoretisch lisst sich das durch folgende Betrachtung erklirent).
Wenn inactives Chlorid und inactive Aminosiiure in Lésung zusam-
mentreffen, so spielt sich der Vorgang der Vereinigung zwischen den
vier activen Molekiilen d und ! einerseits und d' und ' andererseits
ab. Bekanntlich iibt aber die sterische Isomerie einen keineswegs
untergeordneten Einfluss auf die Geschwindigkeit der Reaction aus.
Am deutlichsten zeigt sich das bei der Wirkung der Fermente, wie
ich an zahlreichen Beispielen nachweisen konnte?). Aber auch bei ein-
facheren Molekiilen zeigt sich der gleiche Unterschied, wenn auch in
viel achwiicherem Maasse, wie von Marckwald und Mc Kenzie3)
nachgewiegsen wurde. Man kann sich deshalb auch vorstellen, dass
die Reactionen zwischen beiden Paaren von Molekiillen mit ungleicher
Geschwindigkeit verlaufen, und daes deshalb von den beiden Racem-
korpern [dd', 1"] und [d#, ld"] das eine Paar leichter und deshalb
in grésserer Menge als das andere entsteht. Dieser Schluss ist durch
die Erfahruog bei der Synthese der Polypeptide vielfach bestitigt
worden, denn wo die beiden Isomeren beobachtet wurden, da war in
der Regel ibr Mengenverhiltniss recht ungleich. In dem Fall, wo nur
ein Product isolirt werden konnte, ist die Entscheidung iiber seine
Einheitlichkeit viel schwieriger, da die Isomeren auch so ihnlich sein
kénnen, dass sie hartnickig Mischkrystalle bilden. Ich verweise in
der Beziehung auf das Bromisocapronyl-phenylalanint) und das
Bromisocapronyl-isoserin®), die beide durch die Umwandlung in je
zwei Dipeptide als Gemische erkannt wurden.

Eine besondere Besprechung erfordert noch der Aufbau der op-
tisch-activen Polypeptide. Sind beide Componenten einheitlich active
Stoffe, so kann natiirlich nur ein Product resultiren; z. B. das Ala-
nyl-alanin aus d-Alanylchlorid und 4-Alaninester muss ein einheitliches
optisch-actives Dipeptid sein, das bei der Hydrolyse nur d-Alanin

1) Diese Berichte 37, 2487 [1904],

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

% Diese Berichte 82, 2130 [1899.,

f) Leuchs und Suzuki, diese Berichte 87, 3306 19045,
5 Ann. d. Chem. 340, 172 [1905],
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liefern kann. Anders liegen die Verhdltnisse, wenn der eine der
Componenten activ und der andere racemisch ist. Dann ist die Ent-
stehung von zwei optisch-activen Substanzen zu erwarten, die aber
keine optischen Antipoden sind. Dahin gehdren die zahlreichen Com-
binationen des activen Tyrosins, Asparagine und der Asparaginsiéure
mit Alanyl, Leucyl, Phenylglycyl. Da die Isomeren hier keine opti-
schen Antipoden sind, so ist die Mdglichkeit vorhanden, sie durch
blosse Krystallisation zu trennen. Das gelang in der That bei dem
Bromisocapronyl-asparagin und fihrte dann zar Gewinnung der beiden
einheitlichen Leucyl-asparagine. In den meisten Fillen ist aber bis-
her diese Trennung nicht durchgefihrt und scheint auch nicht ganz
leicht zu sein, weil die Isomeren wegen ihrer grossen Aehnlichkeit
offenbar Mischkrystalle bilden, anf die man den von mir!) zuerst ge-
brauchten Ausdrock >»partielle Racemie« anwenden kann, und die
iberall dort anzunehmen sind, wo ein Racemkdrper in Combination
mit dem activen Rest durch Krystallisation nicht in die beiden iso-
meren Formen getrennt werden kann?).

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

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

in stereo-chemischer Beziehung der activen Weinsidure, denn sie be-
steht aus zwei gleichen Hilften mit je einem, durch Sternchen mar-
kirten, asymmetrischen Kohlenstoffatom, und es ist deshalb gleich-
giltig, an welcher Aminogruppe Substitntion eintritt. >Combinirt
man nun Cystin mit zwel Molekiilen eines racemischen Siurechlorids,
wie a-Brompropionylchlorid, so kénnen drei isomere, optisch-active
Producte entstehen. Werden die beiden Stereoisomeren des Siure-
chlorides mit d und / bezeichnet, so hat man fir das Dibrompropi-
onyl-cystin die drei Formen dd-, Il-, dl-Dibrompropionyl-cystin. In
welchem Mengenverhiltniss diese drei Producte gebildet werden, lisst
sich theoretisch nicht voraussagen; soviel kann man aber nach den
bisherigen Erfahrungen sagen, dass die beiden Combinationen dd und
il wahrscheinlich annihernd in gleicher Quantitit resultiren werden,
wihrend die Combination dl unabhiingig von den anderen ist und des-
halb auch das einzige Product der Reaction sein kann?%).«

Von den drei bisher bekannten Polypeptiden des Cystins ist nun
das Dialanyl-derivat am schonsten und deshalb am genauesten unter-

1 Diese Berichte 27, 3225 [1894].
2) Vergl. Ladenburg, diese Berichte 31, 524 u. 937 [1898].
3 Fischer und Suzuki, diese Berichte 37, 4576 {1904].
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sucht. Das Dibrompropionyl-cystin, aus dem es gewonnen wird, ent-
steht in einer Ausbeute von 71 pCt. und macht dusserlich den Ein-
druck einer einheitlichen Substanz. Sollte die weitere Untersnchung
seine Homogenitéit bestitigén, so konnte man aus der Ausbeute and
den vorangegangenen Betrachtungen den Schluss ziehen, dass es die
dl-Verbindung sein muss.

Fir die Bezeichoung der optisch-activen Polypeptide werde ich
die schon eingebiirgerten sterischen Namen der activen Aminosduren
benutzen. Als Beispiele wihle ich die beiden Leucylderivate des
Asparagine; sie erhalten die Namen [-Leucyl-l-asparagin und d-Leu-
eyl-l-asparagin. Nur das erste ist ein Derivat der in der Natur vor-
kommenden beiden Aminos&uren, desl-Leucins und l-Asparagins, Ebenso
einfach und unzweideutig lassen sich die Racemformen der Polypep-
tide, die nur ein asymmetrisches Kohlenstoffatom enthalten, bezeichnen;
z. B. sind

dl-Leucyl-glycin, Glycyl-dl-leucin
die beiden isomeren inactiven Dipeptide.

Complicirter 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-
active Formen zu unterscheiden, die zwei durch die Klammern an-
gedeateten Antipodenpaare bilden

d-Alanyl-d-leucin

{-Alanyl-l-leucin %

d-Alanyl-l-lencin

{-Alanyl-d-leucin 2
Will man daraus abgekiirzte Namen fiir die Racemformen ableiten, so
ergeben sich die Ausdriicke d/-Alanyl-dil-lencin, dl-Alanyl-ld-leucin.

Diese Nomenclatar ist selbstverstindlich erst dann anwendbar,
wenn die Configuration 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, za bewirken.

Als Regel habe ich den Buchstaben A den schwerer ldslichen
Stoffen beigelegt. Die Feststellung der Configuration von solchen
Racemformen kann selbstverstdndlich am sichersten durch die Synthese
der optisch-activen Formen und ihre Vereinigung zu Racemverbin-
dungen geschehen, aber das Verfahren ist recht miihsam und wurde
deshalb noch niemals angewandt.

Ein bequemerer Weg ist die Hydrolyse des Polypeptids durch
Pankreassaft, die asymmetrisch stattfindet und nach allen bisherigen
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Beobachtungen nur die in den natiirlichen Protefnen vorkommenden
activen Aminosduren liefert. Da von den beiden oben erwihnten
Alanyl-leucinen nur die Verbindung A hydrolysirt wird, so kann man
mit einiger Wahracheinlichkeit schliessen, dass sie mit der obigen
Form II identisch ist, weil in ibr die aus den beiden natiirlichen Amino-
giuren bestehende Combination d-Alanyl-l-leucin enthalten ist!).

Configuration der 2.5-Diketopiperazine.

Die Stereochemie dieser ringférmigen 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 asym-
metrischen Kohlenstoffatome, die aber bei den Derivaten der gewdhn-
lichen Aminosiduren nur 2 betragen kann. Das Anhydrid des oben
erwihnten Alanyl-leucins wird also in ¢ optisch-activen und 2 Racem-
formen existiren, die man sich aus den 4 activen Dipeptiden durch
Ringschluss entstanden denken kann,

Bekannt ist davon nur eine racemische Form, die aus dem
Leucyl-alanin durch Schmelzen entsteht?). Ob dieses Priiparat ganz
einheitlich war, erscheint mir allerdings nach den neueren Erfahrungen
etwas zweifelbaft, da in anderen Fillen bei der hohen Schmelztem-
peratur sterische Umlagerungen beobachtet wurden.

Etwas anders liegen die Verhiltnisse bei den Diketopiperazinen,
die aus zwei Molekiilen derselben Aminosidure gebildet sind, also
zwei gleiche Substituenten enthalten. Fir sie sieht die Theorie nur
4 Formen voraus: ndmlich 2 optisch-active Antipoden nebst dem ent-
sprechenden Racemkorper und eine inactive, nicht spaltbare Mesoform,
in welcher die Substituenten trans-Stellung haben. Die bisherigen
Beobachtungen stehen mit dieser Schlussfolgerung ganz in Einklang.

Aus dem d-Alanyl-d-alanin wurde mit dem Umweg iiber den
Ester das stark active d-Alaninanhydrid gewonnen, das die beiden
Methyle in cis-Stellung enthalten muss3), Dieselbe Verbindung, nur
ctwas weniger rein, entsteht aus dem Aethyl- oder besser Methyl-Ester
des d-Alanins durch lingeres Erhitzen auf 100° Bei der umgekehrten
Aufspaltung des d-Alaninanhydrids zum activen Dipeptid durch ver-
diinntes Alkali bei gewdhnlicher Temperatur wird aber fast die Hilfte
racemisirt.

Noch ;vor der Auffindung des 'activen Alaninanhydrids {ist bei
einem complicirteren Diketopiperazin, dem aus Asparagingidure-ithyl-

) Fischer und Abderhalden, Zeitschr. fir physiol,Chem.!'46, 54 (19051
%) Fischer und Warburg, Aon, d. Chem. 340, 1683 [1905].
%) Diese Berichte 39, 453 [1906].
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ester durch Wirme entstehenden 2.5-Diketopiperazin-3.6-diessigsiure-
didithylester optische Activitit beobachtet worden?).

Einen dritten Fall dieser Art bietet das active Glycin-d-alanin-
anhydrid, das einerseits von Abderhalden und mir aus Seide?) er-
halten wurde und andererseits nach Versuchen von Hrn. Arnold
Schulze aus Glycyl-d-alapin entsteht.

Eigenschaften der Polypeptide.

Ein Vergleich der bisher gewonnenen Korper in Bezug auf phy-
sikalische Eigenschaften ergiebt manche Aehnlichkeit, 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 léslich.
Um so mehr Beachtung verdienen die Ausnahmen; dahin gehoren von
den Dipeptiden: dl-Leucyl-glycin, Leucyl-alanin und Leucyl-leucin,
ferner Phepylalanyl-glycin, Phenylalanyl-phenylalanin und die beiden
Leucyl-phenylalanine, von Tripeptiden: Leucyl-alanyl-alanin A, Phe-
nylalanyl-glycyl-glycin und Leucyl-glycyl-phenylalanin; voa Tetra-
peptiden: Dileucyl-glycyl-glycin und endlich das Penta- und Hexa-
peptid des Glykocolls, die im Gegensatz zu den anderen Glycylderi-
vaten selbst in heissemn Wasger schwer 1I8slich sind.

Hervorzubeben ist die Beobachtung, dass die Polypeptide von
manchen schwer 16slichen Aminosiuren in Wasser spielend leicht 16s-
lick sind, wie das Glycyl- und Leucyl-Tyrosin, dass ferner die ge-
mischten Polypeptide in der Regel leichter 16slich sind, als die aus
gleichartigen Aminosiuren zusammengesetzten Formen ).,

Von absolutem Alkohol werden die meisten kiinstlichen Poly-
peptide fast garnicht aufgenommen. Eine Ausnahme bildet das
Leucyl-prolin, das in Alkohol und sogar in Essigester ziemlich leicht
16slich ist.

Die in Wasser schwer 15slichen Polypeptide werden sowohl von
Mineralséiuren, wie von Alkalien leicht aufgenommen, weil sie damit
Salze bilden. Viel geringer ist die Loslichkeit in Essigséure. Ein
gutes Losungsmittel ist in vielen Fiillen auch Alkohol unter Zusatz
von wenig wissrigem Ammoniak; beim Wegkochen des Letzteren fillt
dann in der Regel das Polypeptid aus.

Einzelne Polypeptide, wie das Leucyl-diglycyl-glycin, sind im
amorphen Zustand in Alkohol 18slich, werden aber, zumal in der
Wirme, in den unléslichen krystallinischen Zustand iibergefiihrt.

1) Fischer und Kdnigs, diese Berichte 37, 4601 [1904])
?) Diese Berichte 39, Heft 3 [1906)].
3) Diese Berichte 39, 473 (1906).
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Die meisten Polypeptide schmelzen erst iber 200° unter gleich-
zeitiger Zersetzung (Gasentwickelung und meistens auch Dunkelfirbung).
Bei einigen, besonders den reinen Glycinderivaten, erfolgt die Zer-
setzung ohne Schmelzung. Einen besonders niedrigen Schmp., 116—
119% hat das Leucyl-prolin, das auch in manchen anderen Eigen-
schaften eine Sonderstellung einnimmt.

Beim Schmelzen gehen die meisten Dipeptide theilweise oder voll-
stindig in die zugehdrigen Diketopiperazine iiber, Bei den iibrigen
Polypeptiden ist die Verdnderung in der Hitze noch wenig untersucht.

Im Gegensatz zn den e-Aminosduren schmecken die Polypeptide
nicht siiss, 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, wihrend die beiden isomeren Alanyl-leucine
bitter schmecken. Am Geschmack kaon man deshalb in vielen Fillen
die Anwesenheit der siissen @-Aminosiiuren neben den Polypeptiden
erkennen. Es verdient bemerkt zu werden, dass auch die natiirlichen
Peptone einen bitteren Geschmack haben.

Im Gegensatz zu den Aminosduren haben die activen Polypeptide
in der Regel ein recht starkes Drehungsvermogen. Ich verweise in
dieser Beziehung auf die activen Alanyl-glycine, das d-Alanyl-d-alanin
und die beiden Leucyl-asparagine. Indessen ist das Drehungsvermégen
auch hier, wie in anderen Gruppen activer Substanzen, ausserordent-
lich wechselod. Maltirotation wurde bisher nicht beobachtet; ich werde
aber, namentlich bei den complicirteren Substanzen, darauf noch
gorgfiltig achten, weil ihr Auftreten ein Merkzeichen fiir die Existenz
von leicht veriinderlichen Isomeren sein wiirde.

Gegen Posphorwolframsiure verhalten sich die einfachen Dipeptide
upgefihr so wie die a-Aminosiuren. Mit der Linge der Kette wichst
aber die Fillbarkeit. Schon manche Tripeptide, wie Leucyl-glycyl-
glycin werden in nicht za verddnnter, schwefelsaurer Losung durch
Phosphorwolframsdure sofort gefdllt, und derselben Erscheinuog be-
gegnet man bei fast allen Tetrapeptiden; die Niederschlige lsen sich
meistens im Ueberschuss des Falluogsmittels. Dass die Derivate der
Diaminosiuren diese Fillung besonders leicht erleiden, kann nicht
iberraschen.

Alle gewdhnlichen Polypeptide firben sich beim Kochen der
wigsrigen Losung mit gefilltem Kupferoxyd sofort blau, oder zaweilen
auch blau-violett; sie untarscheiden sich dadurch von den cyclischen
Diketopiperazinen, die beim kurzen Kochen diese Firbung nicht geben.

Eive Ausnahme bildet auch hier das Leucyl-prolin, das wobl in
Folge seiner eigenartigen Structur selbst beim ldngeren Kochen kein
Kupferoxyd aufnimmt und deshalb keine Farbung liefert.
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Die meisten Kupfersalze der Polypeptide sind in Wasser leicht
16glich und ziemlich schwierig zu krystallisiren. Einige 15sen sich
auch in Alkohol; analysirt sind bisher nur wenige. Das schénste
davon ist das Kupfersalz des Leucyl-glycins, das die etwas ungewdhn-
liche Formel?)

(CgHy5 03N Cu) O + H: O
hat. Einfacher zusammengesetzt ist das Salz des Phenylglycyl-glycins,
CioH1gO3 Nz Cu, in welchem zwei Wasserstoffatome des Dipeptids
durch das Metall ersetzt sind?).

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
stirker. Bemerkenswerth ist, dass die Farbung auch bei der Ver-
esterung des Carboxyls intensiver wird, wie der Vergleich zwischen
Triglyceyl-glycin und seinem Aethylester, der sogenannten Biuretbase
von Curtius, zeigt. Dieselbe Wirkung hat die Amidirung des Car-
boxyls¥).

Fiir die praktische Anstellung der Probe bleibt zu beachten,
dass man zu der ziemlich stark alkalischen Lisung des Polypeptids
das Kupfersalz in relativ kleiner Menge zufiigen muss, weil der Ueber-
schuss von Kupfer in manchen Fillen die urspriingliche violette Fir-
bung in Blau umschlagen ldsst. Von Dipeptiden hat bisher nur das
Derivat der Diaminopropionsiure die Reaction gezeigt, aber ich muss
dazu bemerken, dass die Einheitlichkeit und véllige Reinheit dieses
Priiparats nicht gewihrleistet ist.

Derivate und Spaltungen der Polypeptide.

Bei den Polypeptiden spielen die Aminogruppen und das Carboxyl
die gleiche Rolle wie bei den Aminostiuren. Dass letzteres in die
Siiurechloridgruppe verwandelt werden kaon, und dass in die Amino-
gruppe sich leicht ein halogenhaltiges Siureradical einfihren lisst, ist
gschon bei der Besprechung der synthetischen Methoden angefiihrt.
Aber auch andere Acyle kdnnen ebenso leicht hier angekuppelt wer-

1 Anp. d. Chem. 340, 145, %) Apn. d. Chem. 340, 193 [1905].
3) Diese Berichte 85, 1105 [1902].

38*



578

den, indem man die alkalische Ldsung des Polypeptids mit dem be-
treffenden Sdurechlorid schiittelt. Ausser einigen Benzoylderivaten
wurden 8o insbesondere auch Verbindungen der g-Naphtalinsulfosiure
dargestellt!), die meist in Wasser ziemlich schwer 18slich sind und
sich dann zur Abscheidung oder auch zur Erkennung des betreffenden
Polypeptids eignen. Ebenso leicht ldsst sich die Carbithoxylgruppe
mit Hiilfe von Chlorkohlensiureester?) einfiihren.

Erwihnenswerth ist endlich die leichte Bildung der Phenyliso-
cyapat-Verbindungen, die aber hier nicht so wichtig sind, wie fiir die
Abscheidung und Erkennung der Aminosiuren, weil sie keine beson-
ders schéne Eigenschaften haben und auch nicht in die besser kry-
stallisirenden Phenylhydantoine ibergefiibrt werden kénnen.

Ungleich wichtiger sowohl fiir die Erkennung und Trennung. als
auch fir den hdheren Aufbau der Polypeptide sind ibre Ester. Sie
entstehen ebenso leicht wie die Derivate der Aminosiuren durch
Einwirkung von alkoholischer Salzsidure. Vermeidet man dabei lin-
geres Erwirmen, so ist die Gefahr einer Hydrolyse des Polypeptids
gering. In einzelnen Fillen, wo die Polypeptide selbst nicht krystal-
lisiren, habe ich ihre lister oder deren Salze fir 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 dass Hydrolyse des Polypeptids eiotritt, Merkwiirdigerweise er-
folgt diese Verseifung bei der Behandlung mit heissem Wasser durchaus
nicht glatt. Die Ester der Dipeptide gehen dabei vielmehr zum Theil
in Diketopiperazine iiber, und die Ester der hiéberen Peptide erfahren
eine complicirtere Verdnderung, die noch nicht geniigend aufgekldrt
ist. Aehnliche Verhiltnisse wurden bei den Dipeptiden der Diamino-
siuren und des Isoserins beobachtet.

Durch alkoholisches Ammoniak gehen die Ester der Dipeptide
ziemlich glatt in Diketopiperazine {iber. Ist die Aminogruppe durch
ein Sidureradical, Benzoyl oder Carbiithoxyl, substituirt, so bewirken
alkoholisches Ammoniak und flissiges Ammoniak die Bildung von
Amid. Diese Unwandlung scheint unter denselben Bedingangen aunch
bei den Estern der Tripeptide einzutreten. Auf diesem Unterschied
beruht eine recht brauchbare Methode, Dipeptide von den d{ibrigen
Polypeptiden zu trennen.

Von den Estern der Aminoséduren unterscheiden sich die Derivate
der Polypeptide durch die Unldslichkeit in Petroldther und durch die
geringe Ldoslichkeit in Aether. Dagegen werden viele von ihnen

1) Diese Berichte 35, 3786 [1902]. 9) Diese Berichte 84, 2875 {1901].
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durch Chloroform in erheblicher Menge aufgenommen und diese Lo-
sung hat meist zar Combination it S#urechloriden fir den Aufban
hdherer Peptide gedient.

Ueber das Verhalten der Ester der Tri- und Tetra-Peptide beim
Erhitzen liegen zwei alters, unvollstidndige Mittheilungen von Curtius!)
und von mir?) ver, die oben besprochen sind. In jiingster Zeit habe
ich, wie ebenfalls schon erwihnt, den Vorgang ausfiihrlicher bei dem
Methylester des Diglycyl-glycins studirt und gefunden, dass dieser Ester
gsich sebr leicht unter Abgabe von Methylalkohol in den Methylester
des Pentaglycyl-glycins verwandelt 3).

Von salpetriger Sdure werden die Polypeptide dhulich den Amino-
sduren in kalter, wissriger Losung angegriffen unter Entwickelung
von Stickstoff. Die Hoffnung, dass sich hierbei ein scharfer Unter-
schied zwischen der Amino- und den Imino-Gruppen zeigen wiirde, hat
sich aber nicht erfillt. Die Versuche mit den beiden Leucyl-isoserinen
und dem Glyeyl-leucin®) haben pémlich ergeben, dass nicht allein die
Amidgruppe, sondern auch ein allerdings schwankender Theil der
Iminograppe als Stickstoff abgelést wird. Durch diese Beobachtung
werden die Schliisse, die man beziiglich der Bindung des Stickstoffs
in den Peptonen und Proteinen aus dem Verhalten gegen salpetrige
Siure gezogen hat, sehr zweifelhaft.

Kaliumpermanganat wird von der Losung der gewdholichen Poly-
peptide in kohlensaurem Natrium in der Kilte beim kurzen Stehen
picht reducirt. Darin liegt ein scharfer Unterschied gegeniiber den
ungesittigten Verbindungen, die hiiufig bei der Synthese von Poly-
peptiden durch Einwirkung von Ammoniak auf die Halogenacyl-Ver-
bindungen als Nebenproducte entstehen und sich gegen das Baeyer-
sche Reagens wie die gewdhnlichen ungesittigten Siuren verhalten.
Dass bei lingerer Einwirkung von Permanganaten in wissriger Lo-
sung auch eine Oxydation der gewdhnlichen Polypeptide eintritt, ist
kiirzlich von L. Pollak?) fir das Glycyl-glycin gezeigt worden.

In Bezug auf Hydrolyse verhalten sich die kiinstlichen Polypep-
tide sehr ihnlich den Peptonen oder Proteinen. 5-stiindiges Kochen
mit concentrirter Salzsidure geniigt auch hier, um vélligen Zerfall in
die Aminosiuren zu bewirken. Beim Erhitzen mit 10-procentiger
Salzsdure auf 100° geht aber die Spaltung schon ziemlich trige von
statten®). Langsam erfolgt auch der Apgriff der Alkalien, und bei

1) Diese Berichte 37, 1300 [1904]. 3) Diese Berichte 37, 2501 [1904].
9) Diese Berichte 39, 471 [1906).

4) E. Fischer und F. Kélker, Ann. d. Chem. 340, 177 {1905].

%) Beitrige zur chem. Physiologie u., Pathologie 7, 16 [1905].

6) Diese Berichte 39. 466 [1906).
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gewohnlicher Temperatur ist die Wirkung von iiberschiiasiger Nor-
mallauge auf die gewdhnlichen Polypeptide so gering, dass selbst
nach 24 Stunden sich kaum eine Verinderung nachweisen lisst. In
Folge dieser Bestindigkeit kénnen die Polypeptide aus ihren Estern
oder sogar aus den Formylverbindungen durch Behandlung mit Al-
kali gewonnen werden.

Am interessantesten endlich ist das Verhalten der Polypeptide
gegen die Verdauungsfermente, insbesondere gegen Pankreassaft. Darch
eine ausfiihrliche Studie von Abderhalden und mir?'), die sich auf
29 Polypeptide erstreckt, ist der Nachweis gefiihrt, dass der Angriff
des Papkreassaftes theils von der Natur der Awminosiduren, theils von
ibrer Apordnung, ferner von der Linge der Kette und endlich ganz
besonders von der Configuration des Molekiils abhiingig ist. In der
Regel werden nur die Combinationen gespalten, welche aus den in
der Natur vorkommenden optisch-activen Aminosiduren gebildet sind.
Mit Hilfe des Pankreassaftes ist es also moglich, die Polypeptide in
biologisch verschiedene Klassen zu scheiden.

Anders ist ihr Verhalten gegen Magensaft, fir den bisher keine
hydrolytische Wirkung auf fiinf der kiinstlichen Polypeptide beob-
achtet wurde. Man darf aber erwarten, dass die Fortsetzung dieser
Versuche, insbesondere bei den héheren Polypeptiden, auch zu posi-
tiven Ergebuoissen fihren und dass es so vielleicht gelingen wird, eioe
schiirfere Grenze zwischen der Magen- und Darm-Verdauung fest-
zustellen.

1I1. Protelne.

Um durch analytischen Abbau einen Einblick in die Structur der
Proteine zu gewinnen, kann man bei ihrem complicirten Molekiile
selbstverstiindlich 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 fiihrt ULekanntlich
von den Proteinen durch verschiedene Zwischenglieder (Albumosen,
Peptone) zu den Aminosiiuren, und diese werden von der dber-
wiegenden Mehrzahl der Sachverstiindigen als die wahren Bestand-
theile der Proteine betrachtet. Auch der Gedanke, dass die Amino-
sduren in jenen complicirten Gebilden anhydridartig verkuppelt sind,
diirfte den meisten Forschern, die sich auf diesem Gebiete bethiitigt
haben, geliufig gewesen sein, wenn auch damit keineswegs, wie ich
spiter zeigen will, alle M&glichkeiten erschépft sind.

1) Zeitschr. f. pbysiol. Chem. 46, 52 [19053].
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Auf die Untersuchung der hydrolytischen Spaltproducte sind auch
meine Untersuchungen vorzugsweise gerichtet gewesen, weil ich die
Ueberzeugung habe, dass durch ihre Erforschuug der Synthiese am
raschesten der richtige Weg gewiesen wird.

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

Bei der Mehrzah! der Proteine entsteht als Endproduct ein ver-
wickeltes Gemisch von Aminosiiuren, deren Trennung eine recht
schwierige Aufgabe ist. Fiir einzelne Aminosiuren, wie Tyrosin,
Cystin und Asparaginsdure, kaonte man zwar schon lange leicht aus-
fiihrbare Isolirungsmethoden, und fiir die Diaminosiuren, Arginin,
Lysin und Histidin sind npamentlich durch die Bemiihungen von
A. Kossel die Trennungsverfahren so volletindig geworden, dass sie
zuverldssige quantitative Bestimmungen gestatten.

Ausserordentlich schwierig war dagegen friiher die Trennung der
einfachen Aminoséiuren, des Glykocolls und seiner Homologen, und
wer jemals versucht hat, in der friher ublichen Weise durch blosse
Krystallisation reines Leucin herzustellen, selbst aus Gemischen, die
reich daran sind, der wird die Unvollkommenheit des Trennungs-
verfahrens bitter beklagt haben.

Diese Schwierigkeit glaube ich nun grossentheils beseitigt zu
haben durch ein neues Trennungsverfahren fir Aminoséduren, das ich
die »Estermethode« genannt habe, und das im wesentlicben auf der
fractionirten Destillation der Ester beruht. Dadurch wird eine ziem-
lich weitgehende Scheidung erreicht, und die aus den Estern durch
Verseifung regenerirten Aminosiuren kénnen dann verhiltnissmissig
leicht durch Krystallisation oder durch besondere Fillungsmethoden
isolirt werden.

Ich will zuniichst eine genaue Besclireibung des Verfahrens mit
seinen verachiedenen Modificationen gehen und dann die mit seiner
Hiilfe erzielten Resultate zusammenstellen.

Hydrolyse der Proteine durch Sduren
und Trennung der Aminosiuren durch die Estermethode.

Fir die praktische Hydrolyse kommen nar Salzsidure und Schwefel-
giiure in Betracht. Letztere hat den Vorzug, dass sie nach beendigter
Operation durch Baryunhydroxyd vollstindig entfernt werden kann
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Da aber diese Operation immerhin ziemlich unbequem ist, so wird
man Schwefelsiure nur da anwenden, wo einzelne Producte, wie be-
sonders das Tyrosin und die Diamino-trioxy-dodekansiure, durch
directe Krystallisation aus wissriger Losung isolirt werden sollen.

Nach meinen Erfahrungen wird die Spaltung am besten darch
12—15-stiindiges Kochen des Proteins mit der 5—6-fachen Menge
25-procentiger Schwefelsiure am Rickflusskiihler bewerkstelligt. Die,
wenn néthig, filtrirte saure Flissigkeit verdiinnt man dann noch mit
dem doppelten Volumen Wasser und fdllt die Schwefelsiure durch
Zusatz von Baryumcarbonat oder durch eine concentrirte L&sang von
Baryumhydroxyd. Schliesslich muss der in Lésung gegangene Baryt
durch Schwefelsiure genau gefillt werden. Damit Verluste an Amino-
sduren ausgeschiossen werden, ist der massenhafte Niederschlag von
Baryumsulfat stark abzunut:chen und mehrmals mit Wasser auszu-
kochen; dies ist besonders néthig, um das schwer 18sliche Tyrosin
vollig zu gewinnen.

Viel bequemer ist die Anwendung der Salz-iure., und man wird
sie deshalb dberall dort bevorzugen, wo es auf die Gewinnung von
Tyrosin und #dhnlichen Producten nicht ankommt. Fiir die Ausfiih-
rung der Hydrolyse wird der Proteinstoff mit der dreif:chen Menge
rauchender Salzsiure (spec. Gewicht 1.19) in einem Kolben iber-
gossen, dann einige Zeit uoter baufigem Umschwenken stehen gelassen,
wobei die meisten Proteine, u. a. auch die widerstandsfihigen Geriist-
substanzen, wie Fibroin, Horn u. s. w., schon zum grossen Theil in
Losung gehen. Dann erwirmt man am Riickflusskiihler bis zum
Kochen und setzt diese Operation 5 —6 Stunden fort. Dabei entweicht
natiirlich ein Theil der Salzsiiure gasférmig, und es bleibt schliesslich
eine Siure von uogefihr 25 pCt. zuriick. In den meisten Fillen firbt
sich die Losung erst dunkel-violett und dann tief dankelbraun. Hiufig
werden Huminsubstanzen oder fettsiuredhnliche Massen ausgeschieden.
Man filtrirt deshalb die, wenn néthig, mit etwas Thierkohle aufge-
kochte Fliissigkeit nach dem Erkalten durch gehirtetes Papier oder
Asbest und wischt mit wenig Wasser nach. Die salzsaure Lisung
wird entweder auf dem Wasserbade in einer Porzellanschale oder besser
unter vermindertem Druck in einem Kolben eingedampft. Enthilt
die Masse Glutaminsiiure in grésserer Merge, so empfiehlt es sich,
sie direct als Hydrochiorat abzuscheiden. Zu dem Zweck sittigt man
die sehr stark concentrirte Losung nochmals in der Kilte mit gas-
formiger Salzsiure und ldsst einige Tage im Eisschrank stehen.
Um den Krystallbrei filtriren zu koénnen, ist es rathsam, ihn mit
etwa dem gleichen Volumen eiskalten Alkohols zu vermischen, dann
abzusaugen und mit wenig eiskaltem Alkohol nachzuwaschen. Die
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salzsaure Glutaminséiure ist leicht durch Aufkochen der wissrigen
Losung mit Thierkohle und abermalige Fillung mit gasformiger Salz-
sdure zu reinigen.

Die salzsaure Mutterlauge, oder, bei Abwesenheit vou grésseren
Mengen Glataminsiiure, die urspriingliche salzsaure Ldsung, dient fiir
die Bereitung der Ester. Sie wird zu dem Zweck am besten unter
geringem Druck méglichst stark eingedampft, dann der Riickstand mit
absolutem Alkohol iibergossen und gasformige, trockne Salzsdure ohne
Abkiblung, zuletzt sogar unter Erwirmung auf dem Wasserbade bis
zur Sittigung eingeleiter. Auf 500 g Protein verwendet man 13 L
Alkohol. Da bei der Vereaterung ziemlich viel Wasser entsteht, das
der Reaction schidlich ist, so empfiehlt es sich, die salzsaure alko-
holische Losung unter stark vermindertem Druck (bei 15—30 mm)
aus einem Bade, dessen Temperatur nicht diber 50° geht, stark ein-
zudampfen, den Riickstand wieder mit 1'/3 L absolutem Alkohol zu
iibergiessen und abermals mit Salzsfiure zu sittigen. Eine zweite
Wiederholung der ganzen Operation steigert noch die Ausbeute an
Ester. Selbstverstindlich kann man auch die Menge des Alkohols
von vornherein grés<er wihlen und kommt dapn mit einmaliger Wie-
derholung der Veresterung aus. Eine wesentliche Zeitersparniss be-
deutet dies aber nicht, weil das Sétiigen der grossen Fliissigkeitsmasse
mit Salzsiiure unbequem wird.

Entbiilt das Product gréssere Mengen von Glykoeoll, so wird dieses
jetzt am bequemsten als Esterchlorhydrat abgeschieden. Man lisst
deshalb die mit Salzsiure gesittigte, alkoholische Lésung, am besten
nach Einimpfen eines Krystillchens, 12 Stunden bei 0° stehen,
wobei es vortheilhaft ist, die Krystallisation durch Uariihren oder
durch Reiben der Glaswinde zu befordern. Das salzsaure Salz wird
in der Kilte abgesangt und mit eiskaltem Alkohol gewaschen. Ein-
maliges Umkrystallisiren des Productes aus heissem Alkohol geniigt
zur Reinigung, und das Priparat hat dann den Schmp. 144° und kaon
durch die Analyse leicht identificirt werden.

Um die Abscheidung zu vervollstindigen, concentrirt man die
Mutterlange, sittigt wieder mit Salzsdure und lésst abermals nach Ein-
impfen unter hiiufigem Riihren mehrere Stunden in der Kiltemischung
stehen. Es gelingt so, den allergrissten Theil des Glykocolls zu ent-
fernen, wodurch die spiitere Fractionirung der Ester sehr erleichtert
wird. Bei kleinen Mengen von Glykocoll findet in dem complicirten
Gemisch keine Krystallisation statt; es ldsst sich dann aber nach der
Fractionirung der Ester aus den ersten Destillaten als Esterchlorhydrat
isoliren. Die vom Glykocollester-chlorhydrat abfiltrirte, salzsaure, al-
koholische Lésung wird jetzt unter stark vermindertem Druck bei einer
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40° nicht iibersteigenden Temperatur aus dem Wasserbade mdoglichst
stark verdampft; der Riickstand enthilt die Hydrochlorate der dibrigen
Aminosiiureester. Man kann daraus die freien Ester entweder mit
concentrirtem Alkali und Aether isoliren oder die Hydrochlorate in
alkoholischer Losung mit der berechneten Menge Natriumalkylat zer-
setzen.

Die erste Methode habe ich am hiufigsten angewandt, weil dabei
schon eine Entfernung des Tyrosins und der Diaminosduren stattfindet.
Man versetzt zu dem Zweck den dicken Syrup direct in dem Destillations-
kolben, welcher der Bequemlichkeit halber nicht mehr als 250 g des
urspriinglichen Proteins enthalten soll, mit dem halben Volumen Wasgser
und dem etwa 1'/s-fachen Volumen Aether, kiihlt in einer Mischung
aus Eis und Kochsalz sorgfiltig ab, fiigt dann soviel starke Natron-
lauge hinzu, dass die freie Salzsfiure neutralisirt ist, und endlich einen
erheblichen Ueberschuss von fein gekdrntem, festem Kaliamecarbonat.

Diese Operation hat den Zweck, die schwach-basischen Ester
der Asparagin- und Glutamin-Sdure, welche gegen ‘freies Alkali be-
sonders empfindlich sind, abzuscheiden. Nach gutem Durchschiitteln
wird der Aether abgegossen, durch neuen ersetzt und zu der wiederum
sehr sorgfiltiz gekiihlten Masse in verschiedenen Portionen 33-procen-
tige Natronlauge und festes Kaliumcarbonat zugegeben. Nach jedes-
maligem Zusatz wird kriftig umgeschiittelt, um das Alkali in der
steifen Masse zu vertheilen und den frei gewordenen Ester sofort in
die #therische Losung iiberzufilhren. Es ist vortheilhaft, den Aether
mehrmals zu erpeuern. Die Menge des Alkalis muss wenigstens so
gross sein, dass sie zur Bindung siimmtlicher Salzsiiure ausreicht, und
Kaliumearbonat ist soviel zuzufiigen, dass die Salzmasse einen dicken
Brei bildet, denn nur dapn werden die in Wasser #usserst leicht
léslichen Ester der einfachen Aminosiuren ausgesalzen. Ganz be-
sonders gilt das fiir die Fille, wo Glykocoll, Alapin und Serin zu
isoliren sind. Wihrend der ganzen Operation soll die Temperatur des
alkalischen Gemisches moglichst niedrig sein. Man erreicht das nur
durch wiederholtes und kriftiges Schiitteln in der Kiltemischung.

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

Beim Abdampfen des Aethers gehen nur kleine Mengen von Gly-
kocoll- und Alanin-Ester in das Destillat; will man sie nicht ver-
lieren, so ist es nothig, dasselbe mit wenig verdiinnter Salzsiiure durch-
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zuschiitteln. Beim Abdampfen der salzsauren Losung bleiben dann
die Hydrochlorate der Aminosiduren zuriick.

Geringer ist die Gefahr, Aminosfiuren zu verlieren, wenn der
Aether bei gewdhnlicher Temperatur unter yermindertem Drack ver-
dampft wird. Dabei wird auch noch die Méglichkeit, einen Theil der
Ester durch die héhere Temperstur zu zerstdren, beseitigt. Die
als dunkles Oel hinterbleibenden Ester werden dann unter vermindertem
Druck destillirt. Ich habe diese Operation friiher unter dem Druck,
wie man ihn mit der Wasserstrablpumpe erhilt (8 —15 mm), aus-
gefiihrt. Besser werden aber die Resultate, wenn bei den hdheren
Fractionen der Druck unter 1 mm herabgesetzt ist. Das gelingt leicht
mit Hiilfe des Apparates, den ich in Gemeinschaft mit C. Harries
vor einigen Jahren beschrieben habe!). Ich will bei dieser Gelegen-
heit bemerken, dass die von anderer Seite fiir den gleichen Zweck
gemachten Vorschlige in diesem Falle unbrauchbar sind, da es sich
hier um Flissigkeiten handelt, die erhebliche Mengen von Aether,
Alkohol und Wasser enthalten, und da ausserdem geringe Mengen
von Gasen entwickelt werden. Alle diese Didmpfe lassen sich nur
dann rasch entfernen, wenn man fir genligende Abkiihlung, am besten
durch flissige Luft, und fir gleichzeitige rasche Evacuirung der Ge-
fisse sorgt.

Am bequemsten scheint es mir, die Destillation zuerst an der
Strahlpumpe und spiiter uoter dem geringen Druck auszufiihren. Dem-
entgprechend verfihrt man folgendermaassen:

Das durch Verdampfen bei gewdhnlicher Temperatur unter dem
Druck der Strahlpumpe vom Aether mdglichst befreite Gemisch der
Ester wird unter demselben Drack mit gleichzeitiger Erhitzung im
Wasserbade weiter destillirt und in etwa 3 Fractionen (bis 60° bis 80°
und bis 100%) getheilt, wobei die Temperaturangaben fiir das Bad und
nicht fir die Didmpfe gelten. Die Destillation wird jetzt unter etwa
0.5 mm Druck fortgesetzt, bis bei der Temperatur des siedenden
Wassers nichts mehr iibergeht. Man ersetzt dann das Wasserbad darch
ein Oelbad und destillirt in 2--3 Fractionen, bis die Temperatar des
Bades auf 160° gestiegen ist. Ich halte es jetzt fiir vortheilhaft, die
Gesammtmenge der Ester, die bis 100° destillirt sind, unter einem
Druck von etwa 10 mm Gber freier Flamme nochmals zu fractioniren
und dabei die Temperatur der Dimpfe als Maassstab fiir die Scheidung
zu benutzen. Die Zahl der Fractionen und die Temperaturintervalle
hiéngen selbstverstindlich von der Zusammensetznng des Gemisches
ab. Im allgemeinen wird man mit 4 Fractionen zwischen 409 und
100° auskommen. Sie enthalten ausser kleinen Mengen von Glykecoll-

1) Diese Berichte 33, 2158 [1902].
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ester das Alanin, das Prolin, die « Amino-valeriansiure, den aller-
grossten Theil des Leucins und jedenfalls auch das Isoleucin. In dem
Theil, der unter 0.5 mw Druck iber 100° siedet, sind hauptséiichlich ent-
halten: die Ester der Asparaginsiure und Glutaminsiare, fast die ge-
sammte Menge des Phenylalanins, ferner des Serins, zuweilen der
Pyrrolidoncarbonsdure als Zersetzungsproduct des Glutaminsiiureesters
und Producte unbekannter Zusammensetzung.

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

Eine nochmalige Fractionirung der bei 0.5 mm iiber 100° siedenden
Ester hat keinen besonderen Werth. Sehr vortheilhaft ist dagegen die
Abscheidung des Phenylalaninesters durch seine leichte Loslichkeit in
Aether. Will man sie benutzen, so versetzt man das Gemisch der
Ester (Sdp. 100—130°) mit der 4—5-fachen Menge Wasser; ist wenig
Phenylalanin vorhanden, so findet fast klare Lisung statt, da die Ester
der Asparagin- und Glutamin-Siure und des Serins, sowie anderer
Oxyaminosiuren in Wasser leicht 16slich sind. Ist die Menge des Phe-
pylalanins grosser, so bleibt der Ester zum Theil 6lig in der wissrigen
Losung suspendirt. Unter allen Umsténden schiittelt man die Flissig-
keit mit dem gleichen Volumen Aether, trennt die étherische Schicht
ab und schiittelt sie drei Mal hintereinander mit dem gleichen Volumen
Wasser. Dadurch werden die Ester von Asparagin- und Glutamin-
Siaure, die von dem Aether aufgenommen wurden, wieder entfernt,
und beim Verdampfen der dtherischen Lésung bleibt jetzt der Phenyl-
alaninester schon ziemlich rein zariick.

Ein anderes werthvolles Trennungsverfahren beruht auf der Un-
loslichkeit des Serinesters in Petroldther. Versetzt man also die
Fraction, die ihp enthilt, mit einigen Procent Wasser und dann mit
dem 5—8-fachen Volumen Petrolither, so scheidet er sich als Qel ab,
wihrend Leacin, Phenylalanin und der griosste Theil des Asparagin-
und Glutamin-Sdureesters in Losung bleiben. Man kann den ausge-
schiedenen Serinester noch mehrmals mit Petrolither durchschiitteln,
um die oben erwihnten Beimengungen mdglichst zu entfernen, und
benutzt schliesslich das Priiparat zur Gewinnung von Serin.

Nachdem die Trennung der Ester bis zu diesem Punkte durch-
gelihrt ist, miissen sie in die Aminoséuren zuriickverwandelt werden.
Das geschieht fir die Fractionen, die unter 100° sieden, durch mehr-
stiindiges Kochen mit der 5-fachen Menge Wasser am Riickfluss-
kiihler. Das Ende der Verseifung erkennt man an dem Verschwinden
der alkalischen Reaction. Bei der Fraction, die grosse Mengen Leu-
cin enthilt, findet wihrend der Operation die Abscheidung der schwer
16slichen Aminosiure statt.
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Die Verseifung derjenigen Fraction, die Glutamin- und Asparagin-
Séure enthilt, geschieht durch Baryumbhydroxyd, weil beim Kochen
mit Wasser die Reaction bei der Bildung von sauren Estern stehen
bleibt, deren Anwesenheit die Erkennung der Aminosiuren erschwert.
Man versetzt aleo die wiissrige Losung der betreffenden Ester, die
nach der Abtrennung des Phenylalaninesters resultirt, mit einem
Ueberschuss einer ziemlich concentrirten Losung von Baryumhydroxyd
und erhitzt 1—1'/; Stunden auf dem Wasserbade. Sind grossere
Mengen von Asparaginsiure vorhanden, so fillt bei dieser Qperation
asparaginsaures Baryum aus, das in der Regel zum grossen Theil aus
Racemkérper besteht. Man kanan diesen Niederschlag filtriren und
daraus direct die Asparaginsiure in bekannter Weise isoliren. Die
wiissrige Lisung wird mit Schwefelsdure genau vom Baryt befreit und
am besten unter vermindertem Druck eingedampft.

Die Verseifung des Phenylalaninesters geschieht endlich durch
ein- bis zwei-maliges Abrauchen mit starker Salzséiure. Man erhilt
dabei das salzsaure Salz, das leicht durch Krystallisation aus starker
Salzsiiure gereinigt werden kann.

Bei allen zuvor erwihnten Operationen ist selbstverstindlich die
leichte Verinderlichkeit der Aminosiureester zu beriicksichtigen., Man
thut deshalb gut, die Destillation zu beschleunigen und auch die Ver-
seifung der Ester nach Beendigung ihrer Trennung méglichst bald,
gpiitestens aber im Laufe von 24 Stunden fiir die niedrig siedenden
Theile, auszufiibren.

Fir die Erkennung der einzelnen Aminosiuren in diesen Frac-
tionen dienen die spiter einzein angefiihrten Methoden.

Die Abscheidung der Ester aus dem rohen Gemisch der Hydro-
chlorate durch Alkali, Kaliumcarbonat und Aether hat den Vorzug.
dass dabel das Tyrosin, dessen Ester eine Alkaliverbindung bildet
und die Derivate der Diaminosiuren, die in Aether sehr schwer 15s-
lich sind, entfernt werden. Es hat aber andererseits dem Nachtheil.
dass eine wechselnde Menge der gesuchten Ester durch das Alkali
zerstort und deshalb der Extraction dureh Aether entzogen wird.
Will man diesen Verlust wieder einbringen, so ist es ndthig, die al-
kalische, mit grossen Mengen Kaliumcarbonat durchsetzte Masse nach
Abtrennung des Aethers mit Salzsiure zu iibersiittigen, dann einzu-
dampfen, wobei man zeitweise das massenhaft auskrystallisirende
Chlorkalium entfernt, schliesslich den Riickstand mit Alkohol auszu-
laugen und die Veresterung sowie die Abscheidung der Ester durch
Alkali zu wiederholen. Auch hierbei tritt selbstverstindlich wieder
ein Verlust ein, der jetzt aber verhiltnissmiissig klein ist. Immerhin
bringt diese Methode wegen der grossen Masse von concentrirten
Salzldsungen viel ldstige Arbeit mit sich.
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In manchen Fillen, wo es auf die méglichst vollstindige Gewin-
nung der Aminosiuren 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 za dem Zweck
den durch starkes Verdampfen von iiberschiissiger Salzsiiure moglichst
befreiten dicken Syrup, der das Gemisch der salzsauren Ester enthiilt,
etwa in der 5-fachen Menge absolutem Alkohol, bestimmt in einer
kleinen Quantitit dieser Flissigkeit den Chlorgehalt und fiigt nun,
ganz in der Kilte, eine ebenfalls gut gekiihlte, etwa 3-procentige al-
koholische L&sung von Natrium in berechneter Menge unter gutem
Riibren zu. Dabei fillt eine erhebliche Menge von Kochsalz aus,
das abgesaugt und mit kaltem, absolutem Alkohol nachgewaschen
wird. Die alkoholische Ldsung wird jetzt unter stark vermindertem
Druck eingedampft. Da bierbei nicht unerhebliche Mengen von
Aminosiiureester in das Destillat geten, so muss dieses fiir sich nach
dem Ansiuern mit Salzsiure verdampft werden, wobei die Hydro-
chlorate der Amirosiuren zuriickbleiben. Die beim Verjagen des
Alkohols hinterbleibenden Ester werden num erst mit der Wasser-
strahlpumpe und dann unter 0.5 mm Druck destillirt bis zu 160°
Badtemperatur. Der nicbt destillirbare Riickstand ist hier viel reich-
licher, weil er auch die Diaminosduren, das Tyrosin und noch andere
complicirte Stoffe enthilt, die bei der anderen Methode in der alka-
lisch-wissrigen Fliissigkeit bleiben. Bei diesem Verfahren vermeidet
man den Verlust von Estern durch Verseifung, aber es entstehen
namentlich fir die hochsiedenden Producte griossere Verluste bei der
Destillation, weil das Estergemisch eine viel complicirtere Zusammen-
setzung hat.

Wie leicht begreiflich, kaon die Estermethode auch combinirt
werden mit der Gewinnung des Tyrosins und der Diaminoséiuren.
Man bewirkt dann die Hydrolyse mit Schwefelsdure, scheidet, wie
oben beschrieben, das Tyrosin dorch Krystallisation ab, fillt aus dem
Filtrat nach dem Ansiuern mit Schwefelsiure die Diaminoséiuren durch
Phosphorwolframséure, entfernt aus der abermals filtrirten Ldsung
den Ueberschuss der Phosphorwolframsiure mit Baryt, dann den iiber-
schiissigen Baryt mit Schwefelsiiure und verarbeitet das letzte Filtrat
nach der Estermethode.

Bei diesem complicirten Verfahren ist aber darauf zu achten,
dass dem Tyrosin ausser Diamino-trioxy-dodekansiure auch wechselnde
Mengen der schwer loslichen Monoaminosiuren, insbesondere Leucin,
beigemischt sein kénnen, ferner, dass durch Phosphorwolframsiure
auch leicht ein Theil der Monoaminsiuren gefilllt wird, wenn die
Ldsung nicht sehr verdiinnt ist, und dass endlich das Absaugen und Aus-
waschen des Phosphorwolframat-Niederschlages mit bescuderer Sorg-
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falt, am besten unter Anwendung von Pressen, geschehen muss, weil
er Jeicht erhebliche Mengen von Mutterlauge in sich schliesst.

Aus allen diesen Griinden wird man die combinirte Methode nur
dann anwenden, wenn der Mangel an Untersuchungsmaterial zur Spar-
samkeit zwingt. In allen anderen Fillen ist es rathsam, die Priifung
auf Tyrosin, Diamino- und Monoamino-Siuren in drei getrennten Ope-
rationen vorzunehmen.

Isolirung und Erkennung der einzelnen Monoaminosiaren.

Nach Ausfihrung der oben beschriebenen Trennung mit Hiilfe
der Ester ist die Isoliraong der einzelnen Producte immerhin noch
eine ziemlich miihsame Aufgabe, besonders weon es sich um eine
halbwegs quantitative Untersuchung handelt. Es scheint mir zweck-
miseig, auch diese speciellen Methoden, die natiirlich je nach dem
Falle wechselnde Modificationen erfahren kénnen, hier zusammen-
zustellen.

Glykocoll

Fiir seine Erkennung ist die Abscheidung als Esterchlorhydrat
bei weitem das beste Mittel. Grbssere Mengen kénnen so direct
aus dem Gemisch der roben Ester, wie oben beschrieben, kry-
stallisirt werden. Kleinere Mengen findet man erst nach der Frac-
tionirung der Ester in dem ersten Antheil, oder auch in den Partieen
der Ester, die beim Abdampfen des Aethers und Alkohols mit {ibergehen.
Auch die kleinen Mengen von Glykocoll, die noch dem Alanin an-
haften kdnnen, wenn es aus dem Ester regenerirt ist, werden immer
am besten in Form des Esterchlorhydrats abgeschieden. Ein- bis
zwei-maliges Umkrystallisiren des Salzes aus heissem, absolutem Al-
kohol liefert ein reines Priiparat, das durch den Schmp. 144° (corri-
girt 145°) und die Analyse leicht identificirt werden kann.

Das Verfahren gestattet auch eine annihernde quantitative Be-
stimmung der Aminosiure, das um 8o bessere Resultate liefert, je
grésger die Menge des Glykocolls ist. Nach besonderen Controllver-
suchen?) gelingt es bei Anwesenheit von 20 pCt. Glykocoll im Pro-
tein etwa */5 dessclben als Esterchlorbydrat aus dem Gemisch der
salzeauren Ester abzuscheiden, und von dem Reste findet man dann
noch eine nicht unerhebliche Menge bei der spiteren Fractionirung
der freien Ester. Das Esterchlorhydrat hat die Formel C4H;, O3 NCI
und enthidlt 53.8 pCt. Glykocoll.

Alle kohlenstoffreicheren Aminosiuren finden sich in den Pro-
teinen in optisch-activer Form; sie werden aber bei der Hydrolyse

1) Zeitschr. fir physiolog. Chem. 33, 229 [1902].
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durch S#uren partiell racemisirt. In Folge dessen hat man es stets mit
einem Gemisch von racemischer und activer Form za thun, wodurch
die Isolirung durch Krystallisation recht erschwert wird. Ich werde
auf diesen Punkt spiiter zuriickkommen.

Alanin,

Es findet sich vorzugsweise in der Fraction der Ester, die bei
10 mm Druck von 40—60° siedet, und kann nach der Verseifung
mit Wasser in der Regel durch fractionirte Krystallisation rein ge-
wonnen werden, besonders, wenn seine Menge relativ bedeutend ist.
Manchmal enthalten die ersten Krystallisationen noch etwas Leucin
oder Amino-valeriansiure. Aus den spiteren Fractionen pflegt aber
das Alanin ziemlich rein herauszukommen, vorausgesetzt, dass das
Glykocoll sorgfiltig vorher abgeschieden war. Ist das picht 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 Wuasser verdampft, aus dem Hydrochlorat
die freie Aminosiiure durch Kochen mit Bleioxyd in Freiheit gesetzt
und durch Krystallisation gereinigt. In den Mutterlaugen kann auch
Prolin enthalten sein, das die Gewinnung der letzten Antheile
von Alapin erschwert. Es ist dann am besten, die wissrige Lo-
sung ganz zur Trockne zu verdampfen und den Riickstand mit der
5—-10-fachen Menge absolutem Alkohol sorgfiltig auszukochen. Selbst-
verstindlich kann man diese Operation auch von vornherein vornmeh-
men, ohne sich erst mit der fractionirten Krystallisation zu bemiihen.
Ob die eine oder andere Modification rathsam ist, hingt von den
Mengenverhiltnissen der Aminosiuren ab und muss in jedem einzel-
nen Falle gepriift werden. Das Alanin wird am besten durch die Ana-
lyse identificirt, nachdem eine vorliufige Controlle durch den Schmelz-
punkt stattgefunden hat. Die rohe Aminosiure ist stets ein Gemisch
von optisch-activer und racemischer Form. Bei der optischen Priifung
in salzsaurer Lésung findet man deshalb in der Regel eine geringere
Drehupg, als dem reinen salzsauren d-Alanin ([a]r‘)%o = + 10.39)1) ent-

gpricht. Nur wenn die Menge der activen Aminosdure recht gross ist,
wie bei der Seide, gelingt es, sie durch Krystallisation aus Wasser
rein abzuscheiden. Will man noch weitere Beweise fir das Vorliegen
von Alanin haben, so empfiehlt sich die Darstellung der Benzoylver-
bindung mit Bicarbonat und Benzoylchlorid und deren Aunalyse. Da-
bei ist aber zu beachten, dass der Schmelzpunkt des Priiparates un-
scharf sein kann, da es ein Gemisch von optisch-activer und racemi-
scher Form zu sein pflegt.

) Diese Berichte 39, 464 [1906..
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Prolin (Pyrrolidin-a-carbonsiure).

Es ist in Wasser sehr leicht 1dslich und findet sich hauptsichlich
in der Fraction, die Leucin und Aminovaleriansdure enthilt, ist aber
in kleiner Menge auch dem Alanin beigemengt. Man erhilt es, indem
man die wissrigen Losungen der Fractionen eindampft, eventuell unter
Abfiltriren der auskrystallisirenden Partieen, und dann den trocknen
Riickstand in zerkleinertem Zustand mehrmals mit der 5-fachen Menge
absolutem Alkohol sorgfiltig auskocht. Die alkoholischen Ausziige
von den verschiedenen Fractionen werden vereinigt, zur Trockne ver-
dampft und der krystallinische Riickstand abermals mit der 5-fachen
Menge absolutem Alkohol gekocht. Dabei bleibt in der Regel wieder
eine kleine Menge von gewdhnlichen Aminosiuren zuriick. Das
Eindampfen der alkoholischen Lésung und die Wiederaufnahme mit
Alkohol muss eventuell nochmals wiederholt werden. Man erhilt jetzt
ein Priparat, das zum gréossten Theil aus Prolin besteht, aber wieder
ein Gemisch von activer und racemischer Form ist. Um diese zu
trennen, 168t man die Masse in Wasser und kocht bis zur Sittigung
etwa !/p Std. mit iiberschiissigem, gefiiltem Kupferoxyd. Das tiefblaue
Filtrat wird auf dem Wasserbade verdampft und der zerkleinerte
Riickstand zwei Mal mit der 5-fachen Menge heissem, absolutem Al-
kohol sorgfiltig ausgelaugt. Dabei bleibt der grésste Theil des race-
mischen Prolinkupfers ungeldst, und aus dem heissen Filtrat scheidet
sich hiufig noch eine kleine Menge des Saizes ab. Dieses Kupfersalz
kann jetzt in der Regel durch Umkrystallisiren aus heissem Wasser
vollig gereinigt und durch die Analyse (Gehalt an Krystallwasser und
Kupfer) identificirt werden. Qualitativ erkennt man schon lingst vor-
her das Prolin an dem charakteristischen Geruch von Pyrrolidin, der
sich beim Eindampfen des Kupfersalzes kund giebt. In der alko-
holischen Mutterlauge ist das Kupfersalz des activen Prolins. Es wird
nach dem Verdampfen des Alkohols in Wasser geldst, durch Schwefel-
wasserstoff zerlegt und das Filtrat unter vermindertem Druck ver-
dampft. Das Prolin muss sich jetzt in absolutem Alkohol klar 16sen;
ist das nicht der Fall, so enthilt es noch gewdhnliche Aminosiuren.
Man kann das Prolin aus der alkoholischen Ldsung oder durch Pyridin
aus der concentrirten, wissrigen Losung krystallinisch abscheiden und
den Schmelzpunkt bestimmen. Bequemer aber als die Isolirung der
reinen Verbindung ist die Darstellung ihres Phenylhydantoins?!), das
einen constanten Schmelzpunkt (144° corrigirt) besitzt und deshalb
leicht zu identificiren ist.

1) Zeitschr. fir physiolog. Chem. 33, 168 [1901].
Beriehte d. D. chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXIX. 39
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Die qnantitative Bestimmung des Prolins ist ziemlich roh; sie
giebt aber trotzdem vergleichbare Zahlen, wenn man das in Alkohol
vollig 16sliche Product nach sorgfiltigem Trocknen wigt; denn der
kleine Fehler, den man in Felge der Verunreinigungen nach oben
macht, diirfte ungefibhr compensirt sein durch die Verlaste, die bei der
Isolirung und Fractionirung der Ester entstehen. Genauer ist natiir-
lich die Wtigung des racemischen Prolinkupfers, aber sie hat keine
Bedeutung. da das Verhiltniss von Racemkdrper und activer Amino-
séiure wechselt und es nur auf die Gesammtausbeute an Prolin an-
kommt. Diese ist deshalb in der Regel nach dem Gewicht des in Al-
kohol vollig l6slichen rohen Priparates angegeben.

- Amino-valeriansdure.

Sie findet sich zusammen mit dem Leucin in den Fractionen der
Ester, die bei 60—90° sieden, und ihre Abscheidung ist so achwierig,
dass sie meist misslingt, wenn nur kleinere Mengen vorhanden sind.
Fiir ibre Isolirang habe ich die fractionirte Krystallisation der freien
Aminosidoren und des Kupfersalzes in wechselnder Reihenfolge benutzt.
Eine Vorschrift zu geben, die fir alle Fidlle passt, ist nicht moglich,
da die Verhiltnisse mit den Mengen zu sehr wechseln. Fiir die
Identificirung kommt in erster Linie die Elementaranalyse, dann aber
auch das Drehungsvermogen in salzsaurer Ldsung in Betracht. Am
leichtesten ist mir die Abscheidung gelungen bei der Hydrolyse des
Horus, und ich verweise deshalb auf die betreffende Abhandlung?).
Aber selbst in diesem Falle war es sehr schwer zu sagen, dass das
Product absolut rein sei. Dagegen ist dort der Beweis geliefert, dass
die Verbindung aller Wahrscheinlichkeit nach die Structur einer
a-Amino-isovaleriansiiure hat. Die Aminosiure hat in salzsaurer Lo-
sung ein wesentlich stirkeres Drehungsvermégen als das Leacin.
lhre Trenocung von dem Leucin wird besondera durch den Umstand
erschwert, dass sie mit jenem Mischkrystalle bildet, und dass solche
Mischkrystalle auch bei den Kupfersalzen der beiden Amivoséiuren
existiren?). Die Amino-valeriansdure ist in kleinerer Menge auch in
der Fraction des Alanins enthalten, und sie geht endlich beim Aus-
kochen des Prolins mit Alkohol in kleiner Menge in Légung. Leichter
wird die Isolirung der «-Amino-valeriansiiure, wenn man das Gemisch
mit Leucin zuvor racemisirt, wie es sogleich beschrieben werden soll,
und in diesem Falle empfiehlt es sich, die darch Krystallisation mog-

i B, Fischer und Th. Dorpinghaus, Zeitschr. fir physiolog. Chem.
36, 469 (1902].
%) E, Fischer, Zeitschr. fir physiolog. Chem. 33, 162 [1901}
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lichst gereinigte Aminosiure noch in das Phenylhydantoin umzu-
wandeln').

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

Leucin,

Es findet sich hauptsdchlich in den Fractionen der Ester, die
bei 10 mm Druck von 70—90° sieden. Da die Menge des Leacins bei
den meisten Proteioen verhiltnissmissig gross ist, so gelingt es in
der Regel leicht, durch Krystallisation der aus den Estern regene-
rirten Aminoséinren Priparate in erheblicher Menge zu gewinnen,
welche die Zusammensetzung des Leucins haben; es handelt sich dabei
immer num das [l-Leucin, das in salzsaurer Ld&sung nach rechts
dreht. Sobald mau aber die Priparate optisch untersucht, findet man,
dass sie keineswegs einheitlich sind. Bei den schwer léslichen Frac-
tionen ist hiufig das Drehungsvermégen zu gering, weil relativ viel
Racemkdrper vorbanden ist, und bei den leichter [8slichen wird das
Drehungsvermogen hiufig zu hoch gefunden. Da die Elementar-
Analyse scharfe Werthe giebt, so bandelt es sich hier sehr wahrschein-
lich um eine Beimengung des von F. Ehrlich3) entdeckten und so
sorgfiltig studirten d-Isoleucins, das nach seinen interessanten Beob-
achtungen ein Bestandtheil der meisten Proteinstoffe zu sein scheint.
Ich habe mich mit der Trennung dieses Stoffes von dem Leucin nicht
nither beschiiftigt und moss mich mit der Bemerkung begniigen, dass
die Priiparate, die als Leucin von mir oder meinen Mitarbeitern an-
gefiihrt sind, vielfach ein Gemisch von Leucin und Isoleucin sein
konnen.

Erheblich leichter wird die Gewinnung von reinem Leucin aus
Proteinen, wenn man auf die Isolirung der activen Substanzen ver-
zichtet und das zu trennende Gemisch der Aminoséuren zuvor voll-
stiindig racemisirt. Das geschieht in der bekannten, von E. Schulze
vorgeschlagenen Weise durch Erhitzen mit Baryt auf 160—180°% Bei
grosserer Menge habe ich diese Operation im Autoclaven ausgefiibrt
und als Gefiiss einen Porzellanbecher benutzt, der von dem Baryt
bei der hohen Temperatar viel weniger als Glas angegriffen wird.
Da das Leucin auch bei Gegenwart von Baryt in Wasser nicht leicht

) E. Fischer, Zeitschr. fir physiolog. Chem. 33, 160 [1901) und
36, 470 [1902],
%) Zeitschr, fir physiolog. Chem, 40, 565 [1903).
%) Diese Berichte 87, 1809 [1904); ferner Zeitschr. Ver. Riibenzucker-
Ind. 1905, 539 oder Chem. Centralblatt 1905, II, 156,
39*
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lgslick ist, so habe ich in der Regel auf 1 Theil der rohen Amino-
sidure 20 Theile Wasser und 2— 3 Theile krystallisirtes Barythydrat
verwendet. Beim 24-stiindigen Erhitzen auf 170 —175° ist die Race-
misirung sicher vollstindig. Der Baryt wird aus der wissrigen Lé-
sung am bequemsten durch Einleiten von Kohlensdure entfernt; dabei
ist aber zu beachten, dass das 1acemische Leucin selbst in heissem
Wasser keineswegs leicht 16slich ist. Die Ausfillung des Baryts ge-
schieht deshalb am besten in recht verdiinnter und heisser Lésung.
Beim Eindampfen der vom Baryumcarbonat filtrirten Flissigkeit kry-
stallisirt zuerst das schwer l8sliche, racemische Leuncin, das durch die
Ueberfihrung in das Phenylhydantoin bezw die Benzoyl- oder die
Benzolsulfosdure-Verbindurg sicher identifici:t werden kann. da alle
diese Derivate bestimmte Schmelzpunkte haben. Die dem urspring-
lichen Product beigemengte Amino-valeriansiiure ist in der racemischen
Form in Wasser viel leichter 18slich und findet sich deshalb in den
Mutterlaugen. Das Gleiche scheint fiir das Isoleucin zuzutreffen.

Aus der eben geschilderten Schwierigkeit, reines Leucin (beson-
ders in der activen Form) aus dem Gemisch der Aminosiuren abzu-
scheiden, ergiebt sich schon, dass von einer genauen (uantitativen
Bestimmuag dieser Aminosédure nicht die Rede sein kann. Die Zahlen,
die fiir Leucin in den zablreichen, aus dem hiesigen Institut puabli-
cirten Hydrolysen von Proteinen angegeben sind, beziehen sich
alle nicht aaf das ganz reine Priiparat, sondern vielmehr auf ein Ge-
misch wit Isoleucin, dem auch noch wechselnde Mengen von Amino-
valeriansiure beigemengt sein konnen. Trotzdem sind die Zahlen
wabrscheinlich in den meisten Fillen nicht zu hoch, da bei der Iso-
lirung und Fractionirung der Ester und auch bei der spiteren Kry-
etallisation der Aminosiuren erhebliche Verluste unvermeidlich sind.

Phenylalanin.

Die zuvor beschriebene Abtrennung dieses Esters ist so voll-
stiindig, dass die Reinigung keine Schwierigkeiten bietet. Ks genigt,
das durch Verseifung mit Salzséiure erhaltene Hydrochlorat einmal
aus starker Salzsiure umzukrystallisiren, dann mit dberschiissigem,
wissrigem Ammoniak zu verdampfen, aus dem Rickstand das Chlor-
ammonium mit wenig eiskaltem Wasser wegzulaugen und die Amino-
sdure einmal aus der heissen, wissrigen Losung durch Alkohol zu
fillen. Dieses Priparat giebt in der Regel bei der Elementar- Analyse
scharf stimmende Werthe; es ist aber gleichfalls ein Gemisch von
activer und racemischer Form. Eine sehr scharfe, qualitative Probe
auf Phenylalanin habe ich in der Umwandlung in Phenylacetaldebyd
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gefunden!). Man 168t zu dem Zweck die Aminosdure in verdiinnter
Schwefelsiiure, figt einen Ueberschuss von Kaliambichromat zu und
kocht, wobei der sebhr charakteristische Geruch des Aldehyds sich
bald bemerkbar macht. Die Probe kann auch mit recht kleinen
Mengen ausgefiihrt werden.

Fir die quantitative Bestimmung des Phenylalanins wird direct das
beim Verdampfen des Esters mit Salzsiure hinterbleibende Rohproduct
gewogen, da bei sorgfiltiger Ausfiibrung der Ester-Trennung keine an-
deren Aminoséiuren zugegen sind. Selbstverstindlich haftet der Be-
stimmung der Fehler an, der durch Verluste bei der Isolirung und
Fractionirung der Ester entsteht. Will man der Sicherheit halber
noch ein Derivat des Phenylalaning von festem Schmelzpunkt dar-
stellen, so empfiehlt es sich, die Aminosiure zu racemisiren und
in die Phenylisocyanat-Verbindung bezw. deren Hydantoin umzu-
wandeln ?).

Asparaginsiure.

Bei der Trennung der Ester bleibt sie schliesslich gemischt mit
Glutaminséure nnd Serin, und bei der oben geschilderten Verseifung
dieser Ester mit Barythydrat scheidet sich hiufig ein Theil der As-
paraginsiiure als schwer l8sliches Baryumsalz aus. Seine Umwand-
lung in die freie Sdure und deren véllige Reinigung durch Krystalli-
sation bietet nicht die geringsten Schwierigkeiten. Wie schon er-
wihnt, ist die aus dem Baryumsalz gewonnepe Siure hauptsiich-
lich Racemkdrper. Um den in Losung gebliebenen Theil der As-
paraginsiiure zu gewinnen, fillt man den Baryt genau mit Schwefel-
siure aus und verdampft dann die Flissigkeit. Ist verhiltnissméissig
viel Asparaginsiure zugegen, so scheidet’ sie sich langsam kry-
stallinisch ab und kann daon durch Umldsen aus heissem Wasser
gereinigt werden. Hiufig ist sie durch Glutaminsdure verunreinigt,
von der man sie durch starke Salzsiure, in der das Glutaminsiure-
chlorhydrat schwer l&slich ist, trennen muss. Auch Serin kaon die
Isolirung der Asparaginsiure erschweren; es ist dann vortheilbaft,
die Trennung von Asparaginsiure und Serin schon bei den Estern
mit Petrolither vorzunehmen. Charakteristisch ist fiir die Asparagin-
siiure einerseits das ziemlich schwer lésliche Kupfersalz und anderer-
seits der ausgesprochen saure Geschmack, wodurch sie sich nament-
lich von der Glutaminséiure und selbstverstindlich auch von den ein-
fachen Aminosduren unterscheidet.

1) Zeitsebr. fiir physiolog. Chem. 33, 174 {19011
?) Zsitschr. fir physiolog. Chem. 83, 173 [1901).
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Glutaminsédure.

Bei grosserer Menge ist es durchaus rathsam, sie direct nach
der Hydrolyse des Proteins mit Salzsiure als schwer ldsliches
Hydrochlorat abzuscheiden, wie zuvor ausféhrlich Leschrieben wurde.
Der Rest der Siure findet sich nach der Trepoung durch die Ester
bei der Asparaginsdure, und es ist in den meisten Fillen ange-
zeigt, hier die Abscheidung durch starke Salzsiure zu wiederholen.
Man 16st zu dem Zweck das rohe Gewisch der beiden Siuren in
wenig starker Salzs#ure, lisst erkalten, sittigt, weon néthig, noch
mit gasformiger Salzsiiure und lisst dann in Eis oder auch in einer
Kiltemischung 1 —2 Stunden stehen. Ist auch nur wenig Glutamin-
séure zugegen, so fillt sie als Hydrochlorat aus, das auf Asbest ab-
gesogen und durch Umkrystallisiren aus sehr starker Salzsdure ge-
reinigt wird. Um daraus die freie Glutaminséiure zu gewinnen, ldst
man in wenig Wasser und fiigt die zur Bindung der Salzsfiure gerade
ausreichende Menge von titrirter Alkalilauge zu. Die in kaltem
Wassger ziemlich schwer 13sliche Glutaminséiure scheidet sich daon
bei geniigender Concentration krystallinisch ab. Um aus dem Filtrat
von der salzsauren Glutaminsiiure die Asparaginsiure und andere
Aminosiuren zu gewinnen, verdampft man dasselbe, 16st den Riick-
stand in Wasser und ertfernt durch Kochen mit Bleioxyd in der be-
kannten Weise das Chlor. Die Reinigung der Glutamingdure als
Hydrochlorat setzt natiirlich voraus, dass das Phenylalanin, dessen
salzsaures Salz in iiberschiissiger Salzséiure schwer 18slich ist, zuvor
als Ester sorgfiltig abgetrennt wurde. Ein bequemes Erkennungs-
mittel fir Glutaminséure ist ibr eigenartig fader und sehr schwach
saurer Geschmack; der sichere Nachweis muss selbstverstindlich
durch die Elementar-Analyse der freien Sdure oder des Hydrochlorates
gefiihrt werden. Bei grisseren Mengen ist die quantitative Bestim-
mung der Glutaminsiure verhiltnissmissig genau, da ijhre Abschei-
dung als Hydrochlorat aus dem urspriinglichen Gemisch der Spal-
tnngsproducte gute Resultate liefert. Dagegen ist die Gewinnung aus
dem Ester in quantitativer Beziehung recht unvollkommen. Erheblich
besser wird Gbrigens die Ausbeute, wenn man den bei der Destillation
der Ester bleibenden Rickstand mehrere Stunden mit Barytwasser
kocht und in dem Filtrat nach Entfernung des Baryts die Glutamin-
siure als Hydrochlorat abscheidet.

Serin.

Sein Ester findet sich vorzugsweise in den Fractiouen, die
uater 0.5 mm Druck bei einer Temperatur des Bades von 100 — 1309 diber-
gehen. Seine Abscheidung mit Petrolither ans dem Estergemisch ist
oben erwiihnt, Der rohe Ester enthiilt ausser Serin auch wechselnde
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Mengen Asperagin- oder Glutamin Sdureester und ausserdem noch
Producte unbekannter Zusammensetzung. Er wird durch 1/ stiindiges
Erhitzen wmit iiberschiissigem, concentrirtem Barytwasser auf dem
Wasserbade verseift, dann der Baryt mit Schwefelsiure genan ausge-
fiallt und das Filtrat unter vermindertem Diuck verdampft. Beim
Auskochen des Riickstandes mit absolutem Alkohol geht ein Theil
der Verunreinigungen in Ldsung, wibhrend das Serin im Rickstand
bleibt. Man ldst es in wenig Wasser, filtrirt eventuell von :dem
schwer ldslichen Riickstand, bebandelt mit Thierkohle und iberlisst
daon die geklirte und eingedampfte Fliissigkeit der Krystallisation?!).
Das Priparat wird durch den Schmelz- und Zersetzungs-Punkt (gegen
245% und die Elementar-Analyse identificirt.

Will man noch ein Derivat darstellen, so empfiehlt es sich, die
g-Naphtalinsulfo-Verbindung?) zu wihlen. Das so gewonnene Serin
ist optisch-inactiv und identisch mit dem synthetischen Racemkdorper.
Ich vermuthe aber, dass die Aminosiure in den Proteinen ur-
spriinglich auch in der optisch-activen Form enthalten ist, und dass
erst bei der Hydrolyse die Racemisirung eintritt. Vielleicht ist auch
noch eine optisch-active Form unter den Spaltproducten vorhanden,
aber nicht so leicht zu krystallisiren, sodass sie sich bisher der Be-
obachtung hat entziehen kdnnen.

Ist die Menge des Serins verhiltnissmiissig klein, so kénnen die
beigemengten anderen Aminosiiuren, insbesondere Asparagin und
Glutamin- Séure, die Krystallisation verhindern. Dann wird die Ab-
trennung dieser Producte durch das Kupfersalz und das Hydrochlorat
nothwendig, wie es bei der Isolirung des Serins aus dem Casein ge-
schah. Beziiglich der Einzelheiten verweise ich aof die betreffende
Abhandlung 3).

Oxy-prolin (Oxy-Pyrrolidin-ea-carbonsiure).

Ibre Abscheidung ist besonders mihsam und wurde deshalb bis-
her nur in wenigen Fillen (Gelatine, Casein, Oxyhaemoglobin, Edestin)
durchgefiihrt. Sie beruht darauf, alle anderen Aminosiiuren theils
durch Krystallisation, theils darch die Estermethode, theils durch
Fillung mit Phosphorwolframsiéiure zu entfernen. Aus den letzten
Mutterlaugen kann dann das Oxy-prolin durch Krystallisation abge-
schieden werden*). Zur ldentificirung empfiehlt sich die g-Naphtalin-
sulfo-Verbindung %).

1) Zeitschr fiir physiolog. Chem. 86, 472 und 473 [1902].

%) Diese Berichte 85, 3784 [1902],

3) Zeitschr. fiir physiolog. Chem. 39, 156 {1903].

4) Diese Berichte 35, 2660 [1902]. 5) Diese Berichte 35, 3735 [1902].
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Tyrosin,

Seine Abscheidung nach der Hydrolyse des Proteine mit Schwe-
felsiure ist oben erwiihnt und bietet nichts Neues. Ich glaube, bei
dieser Gelegenheit betonen zu miissen, dass das rohe Tyrosin recht
unrein sein kann, und dass die Darstellung des reinen Priparates
keineswegs so leicht ist, wie man im allgemeinen annimmt.

Das ofters beigemengte Leucin entfernt man am besten nach dem
von Habermann und Ehrenfeld!) angegebenen Verfahren durch
Auskochen mit Hisessig; dabei scheinen auch noch andere Producte
entfernt zu werden. Aber auch dann noch ist in vielen Fillen wieder-
holtes Umldsen aus siedendem Wasser nothig, um ein analysenreines
Priiparat zu gewinnen.

Bei weitem am leichtesten gelingt die Darstellung des reinen
Tyrosins aus Seide weil diese nur setr kleine Mengen anderer, in Was-
ser schwer loslicher Aminosiiuren, wie Leucin, Phenylalanin, enthilt.
Es verdient aber bemerkt zu werden, dass selbst divees Tyrosin
in optischer Beziehung nicht gavz einheitlich ist. sondern kleine, aber
wechselnde Mengen von Racemkdrper enthilt. Will man die Racemi-
sirung des Tyrosins, oder aligemeiner gesprochen der Aminosiuren,
ganz vermeiden, so muss die Hydrolyse des Proteins durch Fermente
ausgefihrt werden, was aber leider bei der Seide bisher nicht még-
lich ist.

Diamino-trioxy-dodekansiure.

Mit diesem Namen haben Abderhalden und ich die Aminoséure
CisH24 N2 Oy bezeichnet, die aus dem Casein entsteht und dem rohen
Tyrosin beigemischt ist. Sie unterscheidet sich von dem Tyrosin durch
die Fillbarkeit mit Phosphorwolframsiure. Nach dem Wasserstoffgehalt
muss sie das Derivat einer gesittigten Fettsdure sein und die Gruppen
enthalten, die in ihrem Namen angegeben sind. Im iibrigen ist die Auf-
klirung ihrer Structur, insbesondere die Zuriickfiihrung auf eine Fett-
séure noch nicht durchgefiihrt. Wir mussten die Substanz fir verschieden
von der Caseinsiure halten, die Skraup?) einige Monate vor unserer
Publication beschrieben hatte, weil sie nicht allein in der Zusammen-
setzung, sondern auch in den Eigenschaften von dem Skraup’schen
Priparate stark abwich. Inzwischen aber haben wir durch Privat-
Correspondenz mit Hrn. Skraup erfahren, dass seine Caseinsiure bei
sorgfiltiger Reinigung so grosse Aehnlichkeit mit einem von uns ge-
lieferten Priiparate zeigte, dass sie wahrscheinlich identisch sind.

1) Zeitschr. fiar physiolog. Chem. 37, 18 [1902].
?) Diese Berichte 37, 1596 [1904].
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Wenn wir trotzdem den von uns gewiihlten Namen beibehalten
80 geschieht es, weil er die Zusammensetzung der Verbindung wieder-
giebt. Wir kOnnen zudem bemerken, dass unsere Untersuchung ganz
unabhéingig von der Skraup’schen Arbeit war, und dass auch die
Isolirungsmethode unseres Priiparates mit dem Skraup’schen Ver-
fahren nicht die geringste Aehnlichkeit hat.

Die Aminosdure bildet ein schwer 13sliches Kupfersalz, in wel-
chem zwei Wasserstoffe durch das Metall ersetzt sind. Dass man
daraus aber keineswegs auf ihre zweibasische Natur, oder mit ande-
ren Worten auf die Anwesenheit von zwei Carboxylen schliessen darf,
beweist das gleiche Verhalteu des Isoserins?).

Fir die Isolirung der Aminosdure scheint mir unser Verfahren
bequemer zu gein als das von Skraup angegebene.

Cystin und Diaminoséduren.

Beziiglich der Abscheidung des Cystins habe ich keine neuen
Eifabrungen sammela kénnen. Ich verweise deshalb auf die ausfiihi-
lichen Untersuchungen von K. A. Mérner?). Dasselbe gilt fir die Di-
aminosiuren Arginin, Lysin und das Histidin, wo wir, dank den aus-
gezeichneten Un'ersuchungen von Drechsel, E. Schulze, Hedin
nnd namentlich von A. Kossel, sogar recht gute quantitative Tren-
nungsmethoden keunen.

Tryptophan
ist dorch die bekanunten Farbreactionen in den Proteinen so leicht zu
erkennen, dass es keiner neuen Proben bedarf. Ich habe mich des-
halb nicht damit beschiftigt und verweise auf die schénen Unter-
suchangen von F. G. Hopkins und 8. W. Cole (Journ of Physiol. 27,
418 und 29, 451).

In neuerer Zeit sind einige weitere Aminosiuren von Skraup?)
aus dem Casein und dem Leim erbalten worden. Ferner will
Wohlgemuth*) in dem Riickstand der Ester, der bei der Hy-
drolyse eines Leberproteids entstand, noch eine Aminosdure entdeckt
haben. Beziiglich dieser Producte fehlt mir jede Erfahrung, und ihre
Beschreibung ist auch nicht der Art, dass man ihre Isolirung mit
Sicherheit wiederholen kénnte. Ich kann deshalb iiber die Tragweite
und Zuverlidssigkeit dieser Beobachtungen kein bestimmtes Urtheil fillen.

) E. Fischer und H. Leuchs, diese Berichte 35, 3795 (1902].

%) Zeitschr. fiir physiolog. Chem. 34, 207 [1901).

3 Diese Berichte 37, 1596 (1904]; Monatsh. fir Chem. 25, 633 [1904];
26, 1343 [1905).

4) Diese Berichte 37, 4362 [1904]
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Ergebnisse der Estermethode.

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

Neu entdeckt habe ich mit jhrer Hiilfe als Spaltprodect der
Proteine das Prolin, sowohl in der optisch activen, als in der racemi-
schen Form, von denen die Letztere kurz vorher von Willstéitter!) und
dann von mir?) synthetisch erhalten war, ferner das Oxy-prolin. Da-
gegen ist ohune Benutzung der Ester die Diamino-trioxy-dodekansiure
gefunden worden.

Viel grosser aber sind die Dienste, welche die Methode fiir die
Abscheidung der bekannten Aminosiuren geleistet hat. Wibrend man
in friiherer Zeit sich gewsbnlich mit dem Nachweis des Tyrosins,
Leucins und der Asparaginsiiure begniigte und das Glykocoll oder die
Glutaminsdure nur dann fand, wenn sie in relativ grosser Menge zu-
gegen waren, ist man jetzt im Stande, die ganze, oben angefiibrte
Reihe der Mouoaminosiuren mit einem ziemlich hohen Grade von
Sicherheit aufzufinden, falls nicht gerade ihre Menge verschwindend
klein ist.

Im eiozelnen sei noch hervorgehoben, dass Alanin und Serin,
von denen das erste friiher nur einmal mit Sicherheit im Seidenfibroin
und das zweite ebenfalls nnr im Seidenleim gefunden war, jetzt als
Bestandtheile aller gewdhnlichen Proteine erkannt sind und sogar das
Glykocoll an Verbreitung weit iébertreffen.

Dasselbe gilt fiir das Phenylalanin, welches vou E. Schulze nur
einmal als Spaltproduct eines pflanzlichen Eiweissstoffes isolitt 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 Bestandtheil des Protein-
molekiils an Bedeutung mindestens gleich.

Ebenso war die Auffindung der a«-Amino-valeriansiure friiher so
ausserordentlich schwierig, dass 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-
kennupg, sondern auch eine in quantitativer Beziehung ziemlich be-
friedigende Abscheidung ermdglicht.

Das Bild, das wir durch diese Methode beziigl. der Verbreitung
der Monoaminosiiuren in den Proteinen gewonnen haben, ist wesentlich
verschieden von den friiher gebrduchlichen Vorstellungen, und wenn
auch die quantitativen Zahlen an Genaunigkeit zu wiinschen iibrig
lagsen und meist hinter der Wirklichkeit zuriickbleiben, so haben sie

1) Diese Berichte 33, 1160 [1900]. %) Diese Berichte 34, 455 (1901].
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doch in relativer Beziehung eine nicht zu unterschéitzende Bedeutung.
Ich habe deshalb verschiedentlich daran Betrachtungen diber den Zu-
sammenhang der natiirlichen Aminosiuren unter einander oder mit den
Kohlenbydraten kniipfen kdnnen!), von denen ich die wesentlichsten
Punkte hier wiederholen und vervollstindigen will.

Das regelmiissige Verkommen 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 Milchsiiure bezw. der Glycerose
entsprechen. Dass in dem Leucin die Kohlenstoftkette verzweigt ist
im Gegensatz zu der normalen Kette der Glucose, kann nicht als
Einwand gegen diese Betrachtung gelten, da bekanntlich, wie die Sac-
charinbildung beweist, bei den Kohlenhydraten aus der normalen
Kohlenstoffkette leicht eine anomale entsteht.

Die a-Amino-valeriansiiure steht meines Erachtens zu den Pentosen
in dem gleichen Verhiltniss 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.

Glutaminsiure und Asparaginsiure kdnnten durch Oxydation aus
Aminovaleriansiure oder auch aus Leucin entstehen. Dass auch die
Diaminosfiuren Lysin und Arginin in diese Betrachtung verflochten
werden kOnnen, ist selbstverstindlich. Ich will aber hier erwéhnen,
dass bereits Kossel?) auf den mdglichen Zusammenhang dieser Basen
mit dem Lencin und den Kohlenhydraten hinwies und sie gerade des-
balb Hexonbasen nannte. Am entferntesten steht scheinbar das Gly-
kocoll, das ibrigens auch in manchen, fiir den lebenden Organismus sehr
wichtigen Proteiven entweder garnicht oder doch nur in unter-
geordneter Menge enthalten ist.

Besonders hervorzuheben ist noch die Rolle der Oxyaminos#uren,
deren einfachster Repriisentant, das Serin, eine 8o weite Verbreitung
hat. Nach meiver Ueberzengung wird man von dieser Klasse noch
andere Vertreter in den Eiweisskérpern auffinden; denn sie bilden
eine patiirliche Briicke zwischen den Kohlenhydraten und den einfachen
Aminosiuren, wobei noch Zwischenproducte wie das Glucosamin an-
genommen werden kdnnen.

Ich bin mir wobl bewusst, dass derartige Betrachtungen der that-
siichlichen Unterlage entbehren, halte sie aber doch nicht fiir nutzlos,

% Z. B. Fischern. Abderhalden, Zeitschr. fiir physiol. Chem. 36,
276 {1902]).
%) Zeitschr. fir physiol. Chem. 25, 175 {1898].
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weil sie anregend auf die experimentelle Forschung wirken kénnen.
Und dass die chemischen Uebergiinge zwischen den drei grossen Klassen
organischer Verbindungen: Kohlenhydrate, Eiweissstoffe und Fette
reizvolle Probleme der physiologischen Chemie sind, bedarf keiner
weiteren Ausfihrung. Ich will auber auch bei dieser Gelegenheit meine
Ansicht nicht verschweigen, dass soiche Speculationen leicht iiber das
Ziel hinausschiessen, und dass die Literatur der letzten Jahre war-
vende Beispiele dafiir genug gebracht hat.

Die Estermethode ist theils vor mir, theils von meinen Mitarbeitern,
namentlich von E. Abderhalden, auf so zahlreiche Proteine ange-
wandt worden, dass es mir lohnend erscheint, diese in folgender Ta-
belle zusammenzustellen. Die Reihenfolge ist chronologisch und die
beigefiigten Citate beziehen sich sdmmtlich aof die Zeitschrift fir
physiologische Chemie.

Casein (38, 151; 35, 227 und 39, 155; 44, 23).
Seidenfibroin (88, 177; 35, 221 und 389, 155).
Seidenleim (35, 221).

Eialbumin (83, 412 und 46, 24).

Leim (Gelatine) (85, 70 und 42, 543).

Horn (86, 162).

Oxyhimoglobio (86, 268 und 3%, 484).

Edestin (37, 499; 40, 249 und 44, 265 u. 284).
Seramalbumin (87, 495)

Zein (37, 508).

Salwin (41, 55).

Thymushiston (41, 278).

Elastin (41, 293).

Gliadin (44, 276).

Setumglobalin (44, 23).

Ovomucoid (44, 44).

Eiweiss aus Kiefersamen (45, 273).

Conglutin (45, 479).

Keratin aus Pferdehaaren

und aus (Ginsefedern (46, 31 und 46, 40).
Bence-Jones’'scher Ei-

welisskdrper (46, 125,

Hydrolyse der Proteine durch Alkalien oder Fermente.

Die Spaltung der Eiweisskérper durch Alkalien ist fast ebenso
lange bekannt, wie die saure Hydrolyse. Den ausfiibriichsten Gebrauch
davon hat Schiitzenberger gemacht, der zur Spaltung concentrirtes
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Barytwasser unter Druck bis zur Temperatur von 200° benutzte und
dadurch sicherlich manche secundiren Producte erhalten hat.

Ich habe nur eine einzige Hydrolyse von Casein mit Kalilauge
ausgefibrt, speciell um zu beweisen, dass auch in alkalischer Ldsung
Prolin entsteht!). Die Hydrolyse geht hier langsamer von statten
alg mit Siure; denn beim Erhitzen von Casein mit der 5-fachen Menge
10-proc. Natroulauge anf 100° war die Biuretreaction erst nach 65
Stunden nahezu verschwunden, und es konnte dann aus der Flissigkeit
eine nicht unbetrdchtliche Menge von Prolin isolirt werden.

Ungleich wichtiger ist die Spaltung der Proteine durch die Fer-
mente des Verdauungstractus. Eine grdssere Versuchsreihe dber die
Wirkung der Pankreasfermente®) allein oder die combinirte Wirkung
von Pepsin Salzsiinre und Pankreatin®) habe ich gemeinschaftlich
mit E. Abderhalden ausgefihrt.

Waurde die Verdaunng im ersten Fall bis ungefihr zum Ver-
schwinden der Biuretreaction getrieben, so konnten unter den Spalt-
producten Prolin und Phenylalanin mit den jetzigen Methoden nicht
nachgewiesen werden, wiihrend andere Monoaminosiuren, wie Alanin,
Leucin, Glutaminsiure und Asparaginsiiure, entstanden waren. Dagegen
fand sich ein complicirtes abiuretes Product, das mit den kiinstlichen
Polypeptiden einige Aebnlichkeit zeigte und bei der Hydrolyse durch
Salzséure neben Alanin, Leucin, Glutamin- und Asparagin-Siure auch
reichliche Mengen von Prolin und Phenylalanin lieferte. Diese Be-
obachtungen erstrecken sich auf Casein Edestin, Himoglobin, Serum-
globulin, Eieralbumin und Fibrin.

Bei successiver Pepsin- und Pankreatin-Verdauung konnten direct
unter den Spaltproducten auch ziemlich grosse Mengen Prolin und
Phenylalanin isolirt werden, wihrend die Quantitit des polypeptid-
artigen Stoffes geringer war. Wir haben daraus den Schluss gezogen,
dass aller Wabrscheinlichkeit nach das Prolin ein wirklicher Bestand-
theil des Proteinmolekiils ist, und dass ferner in Usebereinstimmung
mit den alten Ansichten von Kiihne die Fermentverdanung nicht zur
volligen Auflésung der Proteine in die Aminosduren fiithrt; nur ist
der resistente Theil kein gewdhnliches Pepton, wie Kiihne angenommen
hat, sondern ein abiuretes Product. das sich durch den Gehalt an
Prolin und Phenylalapnin auszeichnet.

Ob die Hydrolyse darch Siuren, Alkalien oder Fermente bewirkt
wird, ist auf das Endresultat von keinem grossen Einflass. Die
letzten Spaltproducte sind die Aminosiuren, deren iiberwiegende Mehr-

1) Zeitachr. fiir physiol, Chem. 85, 227 [102]
%) Zeitschr. fir physiol. Chem. 39, 81 [1903).
3) Zeitschr. fir physiol. Chem. 40, 215 [1903].
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zahl in allen drei Fiillen entsteht. Eine Ausnahme bildet nur, soweit
wir bis jetzt unterrichtet sind, das Tryptophan, das bei der Hydro-
lyse mit Sduren, wie es scheint, zum grossen Theil zerstért wird.
Ich halte es aber wohl fiir méglich, dass man noch andere leicht zer-
storbare Spaltproducte der Proteine finden wird, die sich zwar bei
der milden Wirkung ‘der Fermente halten kénnen, aber dureh die
starken Siuren und Alkalien zersetzt werden. Schon aus diesem
Grunde scheint ein erneutes und griindlicheres Studium der fermen-
tativen Hydrolyse sehr wiinschenswerth.

Da die Aminosiuren bisher die wichtigsten, in ihrer Structur er-
kannten, hydrolytischen Producte der Proteine sind, so liegt die Frage,
ob sie wirkliche Bestandtheile des Proteinmolekiils sind, sehr nahe
und verdient nicht allein generell, sondern fiir jedes einzelne Product
discutirt zu werden. So viel mir aus der Literatar ersichtlich ist,
neigen die meisten Forscher, die sich mit dieser Frage beschiftigt
haben, zu der Ansicht, dass fiir die bei der fermentativen Hydrolyse
entstehenden Aminoséiuren das urspriingliche Vorhaudensein im Pro-
teinmolekiil nicht zweifelhaft sein kénne. Der Einzige, der meines
Wissens auch diese Ansicht verwirft und selbst bei der Spaltung durch
Fermente complicirte Atomverschiebungen im Eiweissmolekiil annimut,
ist O. Low!). Da aber seine Darlegung nur durch gasz unzutreffende
Griinde gestiitzt ist, so glaube ich mich nieht weiter damit beschiftigen
zu miissen.

Auch ich habe nicht den geringsten Zweifel, dass Tyrosin, Leucin,
Alaniu, Tryptopban u. s. w., die so leicht bei der pankreatischen
Spaltung des Eiweiss entstehen, seine wirklichen Bestaudtheile sind,
uod die Gewinnung der kiinstlichen Polypeptide, sowie ihr Verhalten
gegen Pankreassaft konnen als kriftige Stiitze fiir diese alte wnd an
und fiir sich schon sehr wahrscheinliche Ansicht gelten. Was aber
fir Tyrosin und Leucin zutrifft, das wird man fiiglicher Weise auch
fiir Glykocoll und Phenylalanin anpehmen miissen, obschon sie
bei der pankreatischen Verdauung entweder garnicht 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 Schluss
ziehen, dass auch manehe natiirliche Di- und Tri-Peptide dieser Amino-
siuren aller Wahracheinliehkeit nach gegen Pankreassaft widerstands-
fibig sein werden.

Schiirfer aber hat sich die Frage zugespitzt bei dem Prolin und
Oxy-prolin. Ich selbst habe sie gleich bei der Auffindung des ersteren
als hydrolytisches Product der Proteine aufgeworfen und die Moglich-

1) Chemikerzeitung 1905, Nr. 44, 604,
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keit betont, dass der Pyrrolidinring erst secundiér durch die Wirkung
der Séure aus einer anderen labilen Gruppe entsteht!). Ich habe auch
versucht, Arginin und Ornithin durch Kochen mit Siiuren in Prolin
iberzufihren, aber ohne Erfolg. Als dann spiiter auch bei der Hy-
drolyse des Caseins mit Alkali Prolin gefunden war?), und als endlich
dutch die Versuche von Abderhalden und mir?) die Bildung der-
selben Aminosiiure bei der combinirten Verdauung durch Pepsinsalz-
sidure und Paokreatin becbachtet worden war, schien mir ihre secun-
déire Entstehuog hoéchst unpwahrscheinlich. In letzter Zeit ist aber
die Frage wiederum von S. P, L. S6rensen4) aufgerollt worden,
nachdem er die interessante Beobachtung gemacht hatte, dass die von
ibm gyuthetisch dargestellte «-Amino-d-oxy-valeriansiiure beim Ab-
dampfen mit starker Salzsiiure partiell in racemisches Prolin iber-
geht. So lange aber nicht die gleicke Umwandlung beim Erhitzen
mit Alkalien oder bei successiver Wirkung von Pepsinsalzsdure und
Pankreatin festgestellt und so lange ausserdem die Amino-oxy-valerian-
siure nicht selbst unter den Spaltproducten des Eiweiss gefunden ist,
sind die von mir fiir die primire Natur des Prolins vorgebrachten
Griinde nicht entkriéftet. Ich halte es aber auch fiir sehr wohl mog-
lich, dass Prolin und Amino-oxy-valeriansiiure beide Bestandtheile des
Eiweiss sind, und dass sie entweder wechselseitig oder wenigstens
das Erste aus dem Zweiten im Organismus entstehen. Aber selbst
wenn sich herausstellen sollte, dass Prolin und Oxy-prolin nur secun-
dire Producte sind, 8o wiirde ihre Auffindung unter den Zersetzungs-
producten der Proteine doch fiir die physiologische Chemie wichtig
bleiben, weil man indirect durch sie auf die primiren Producte auf-
merksam geworden ist, und weil ausserdem die Médglichkeit d¢r Ent-
stehung von Pyrrolidin-Derivaten aus den Proteinen im Organismus
bestehen bleibt.

Peptone und Albumosen.

Bekanuntlich erfolgt der hydrolytische Abbau der Proteine in ver-
schiedenen Phasen, die namentlich fir die fermentativen Processe
Gegenstand ausfiibrlicher Studien von seiten der physiologischen
ChLemiker gewesen sind. Aber bei aller Anerkennung, die ich den
Arbeiten von Kihne, Hofmeister, Neumeister u. A. gern zolle,
kann ich mich doch der Ueberzengung nicht verschliessen, dass die

) Zeitschr. [iw physiol. Chem. 38, 169 [1901].

%) Zeitschr. fiir physiol. Chem. 35, 227 [1902).

3 Fischer und Abderhalden, Zeitschr. fiar physiol. Chem. 40, 215
{1908).

%) Trav. du Laborat. Carlsberg 6, 137 [1905).
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von ihnen angewandten Fillungsmethoden nicht im Stande sind, bei
so complicirten Gemischen, wie sie durch den Zerfall der Proteine
entstehen, reine Producte zu liefern, und dass deshalb die verachiede-
nen Sorten von Albumosen und Peptonen, mit denen die Physiologen
rechnen, fiir den Chemiker nur unentwirrbare Gemische bedeuten
kénnen. Das nichste Ziel der Forschung auf diesem Gebiete miisste
dahin gerichtet sein, aus ihnen chemisch definirbare, einheitliche Sub-
stanzen zu isoliren. Aller Wahrscheinlichkeit nach wird das aber
obne die Auffindung neuer wirksamerer Trennungsmethoden nicht
gelingen. Meine cigenen Erfahrungen auf diesem Gebiete sind noch
sehr diirfuig.

Abgesehen von den oben erwihnten Versuchen iiber die Verdau-
ung des Caseins, bei welcher der abiurete polypeptidartige Stoff auf-
gefanden wurde, babe ich mich, in Gemeinschaft mit P. Bergelll),
eingehender nur mit der stufenweisen Hydrolyse des Fibroins aus
Seide beschiftigt und dabei, wie mir scheint zum ersten Mal, eine
Combination der drei hydrolytischen Methoden, Spaltung durch Siuren,
Base und Fermente benutzt.

Das in allen indifferenten Losungsmitteln unldsliche Fibroin 16st
sich leicht in rauchender Salzsiure, und dabei entsteht nach den Be-
obachtungen von Weyl?) zuerst das sogenannte Sericoin. Dies unter-
liegt dann der weiteren Hydrolyse und geht in ein peptonartiges
Product iber. Daraus konnten wir mit Paokreatin das Tyrusin
vollig ausscheiden. Das jetzt entstandene Product zeigte auch noch
die Reactionen der Peptone. Deim Erwiirmen mit Barytwasser verlor
sich aber bald die fiir jene charakteristische Biuretreaction, und aus
dem nun resultirenden Prdparat gelang ¢s uns, durch Krystallisation
und nachtrigliche Darstellung der g-Naphtalinsalfo-Verbindung eine
Substanz zu isoliren, die nach der Analyse und dem Resultat der
Hydrolyse das Derivat eincs Dipeptids aus Glykocoll und Alanin
gein musste.

Da aber seine ldentificirang mit den synthetisch dargestellten
g Napbtalinsulfo-Derivaten des Glycyl-d-alanins und des d-Alanyl-
glycing misslang?) und auch die Darstellung grosserer Mengen des
reinen Korpers auf Schwierigkeiten stiess, so blicb die Untersuchung
linger, als ich erwartet hatte, unbeendet. In jlingster Zeit habe ich
sie gemeinschaftlich mit E. Abderhalden wieder aufgenommen, und
es ist uns mit Hiilfe einer besseren Methode zur Trennung der Di-
peptide von den hdéheren Peptiden und den Aminosduren gelungen,

) Vortrag zu Karlsbad 1902. Autoreferat in der Chemiker-Zeitung
1902, Nr. 80.

7) Diese Berichte 21, 1407 [1888]. 3) Diese Berichte 36, 2592 (1903].
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in reichlicher Menge das Glyeyl-d-alanin-Anhydrid abzuscheiden und
dadarch die Anwesenheit von Glycyl-d-alanin unter den Spaltproducten
des Seidenfibroins mit einem hohen Grade von Wahrscheinlichkeit
darzuthun!).

Ich hoffe, dass diese Beobachtung nicht vereinzelt bleiben, son-
dern den Anfang einer rationellen Bearbeitung jener complicirten Ge-
mische bilden wird.

Structur und Systematik der Proteine.

An Betrachtungen iiber die Constitution der Eiweisskorper fehlt
es in der chemischen und physiologischen Literatur nicht. Von be-
scheidenen Aeusserungen iiber die Verkettung der Aminosduren bis
zu anspruchsvollen, h&chst phantastischen Structurformeln begegunet
man allen Abstufungen. So weit ich mir ein Urtbeil habe bilden
kénnen, gehen die meisten Ansichten dahin, dass in den Protein-
molekilen die Aminosduren amidartig verkeftet sind. Am ausfiibr-
lichsten ist dieser Gedanke wohl von Hofmeister?) behandelt wor-
den, aber er wird gewiss nicht den Anspruch erheben wollen. sein
Urheber zu sein, denn alle synthetischen Versuche zur Verkuppelung
der Aminosduren, unter anderem auch die Entdeckung des Glycyl-
glycins3), die zeitlich vor seiner Publication liegen, basiren auf der
gleichen Aonahme.

In der grossen Aehnlichkeit der kiinstlichen Polypeptide mit den
Peptonen, insbesondere beziiglich des Verbhaltens gegen Pankreasgsaft,
ferner in der Gewinnung des Glycyl-d-alanin-Anhydrids aus Seide
darf man eine neue, starke Stiitze fiir jene Ansickt erblicken. Dass
man mit dieser Art der Verkettung allein aus den bis jetzt bekannten
natiirlichen Aminosfiaren schon eine recht stattliche Anzahl von
Proteinen theoretisch ableiten kann, liegt auf der Hand uwnd ist
von Hofmeister in populdrer Form ausfiibrlich gesagt worden.
Besonders mannigfaltig wird natiirlich das Bild durch die Betheiligung
der Amino-dicarbonsiuren (Asparagin- und Glutamin-Siure), sowie der
Diaminossmiren (Lysin, Arginin u. 8. w.).

Ich méchbte aber hier darauf anfmerksam machen, dass die ein-
fache Amidbildung nicht die einzige Maglichkeit der Verkuppelung
im Proteinmolekii]l ist. Im Gegentheil, ich halte es sogar fiir recht
wahrscheinlich, dass einerseits Piperazinringe dort vorkommen, deren
leichte Sprengung durch Alkali und Riickbildung aus den Dipeptiden
oder ihren Estern ich so hiinfig bei den kiinstlichen Producten beob-

) Disse Berichte 39, Nr. 3 [1906).
%) Vortrag auf der Naturforscher-Versammlong zu Karlsbad 1902.
3) Diese Berichte 34, 2868 [1901]

Berichte d. D. chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXIX. 40
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achtet habe, und dass andererseits die zahlreichen Hydroxyle der Oxy-
aminosiiuren”_keineswegs indifferente Gruppen im Proteinmolekiil sind.
Die Letzteren konnten durch intramolekulare Anhydridbildung in
Ester- oder Aether-Gruppen iibergehen, und die Mannigfaltigkeit wiirde
sich noch erhdhen, wenn man Poly-oxyaminosiuren als wahrschein-
liche Bestandtheile des Eiweisses voraussetzt. Es liegt kein Grund
vor, diese Betrachtung weiter auszuspinnen, aber es schien mir doch
nothig, auf die verschiedenen Méglichkeiten hinzuweisen, um allzu
einseitivzen Anpschauungen, die der experimentellen Forschung hinder-
lich werden kdonnen, vorzubeugen.

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

Wie die grosse Zahl der Aminogiuren und ihr stetig wechselndes
Mengenverhiltniss schon zeigt, besteht in der Zusammensetzung der
Proteine eine ungleich grossere Mannigfaltigkeit als bei den Koblen-
hydraten und den Fetten. Wenn dazu nun noch die verschiedenen
Méglichkeiten der Bindungsformen kommen, die ich oben ange-
deutet habe, so erhalten die Proteine ein chemisches Geprige,
welches den idberaus mannigfaltigen Zwecken ebenbiirtiz ist, zu denen
siec von der Natur bei dem Aufbau und den Functionen der Organe
benutzt werden.

Was die Eintheilang der Proteine betrifft, so habe ich den Aus-
fihrangen in dem vor 4 Jahren gehaltenen?), trefflichen Vortrag
des Hrn. A. Kossel »Ueber den gegenwiirtigen Stand der Eiweiss-
chemie« mnicht viel zuzufiigen. Seine Ansicht, dass die chemische
Systematik in erster Linie die bei der totalen Hydrolyse entstehenden
Aminosduren nach Quoalitit und Quantitit beriicksichtigen miisse, und
dass man erst in viel spiterer Zeit mit den Albumosgen und Peptonen
werde rechnen kdéonen, trifft auch jetzt noch zu. Nor ist die Zahl
der Monoaminosiiuren gewachsen und das Bild von ihrer Veérbreitung
durch die Resnltate der Estermethode wesentlich anders geworden.
Sieht man von den Protaminen ab, so iibertreffen sie in den Eiweiss-
kérpern an Masse bei weitem die Diaminoséuren, und in einzelnen
Geriistsubstanzen, wie dem Seidenfibroin, bilden gerade die einfachsten
unter ihnen, Glykocoll, Alanin, Serio und Tyrosin, die Hauptbestand-
theile.

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

1y Diese Berichte 34, 8214 [1901].
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logie hat, scheint mir deshalb Kossel’s Vorschlag, einen »Protamin-
kern« in allen Eiweisskoérpern anzunebmen und ihn zum Ausgangs-
punkt fiir die chemische Svstematik zu machen, doch zu weit zu
gehen. Die Mdglichkeit, dass die geringen Mengen von Diamino-
sduren in dem Seidenfibroin oder einzelnen pflanzlichen Eiweissstoffen
pur Verunreinigungen sind, ldsst sich nicht bestreiten; denn, wie
Kossel sclbst ganz richtig hervorgehoben hat, darf man bei den
Proteinen eine besonders grosse Neigung zur Bildung von Mischkry-
stallen und sogenannten festen Ld&sungen annehmen. Aber selbst
wenn die Diaminosfiuren als Bestandtheile des Molekills gerechnet
werden, so kénnen sie doch in dem Riesencomplex ganz anders ver-
theilt sein. als in deo Protaminen. Jedenfalls existirt bis jetzt keine
Beobachtung. die das Gegentheil auch nur andeutet,

Die zuvor geschilderten Methoden zum Aufbau der Polypeptide
sind so mannigfaltig, dass sie die Gewinnung von zabhlreichen und
recht complicirten Combinationen der natiirlichen Aminosiuren ge-
statten werden, wenn man Arbeit und Kosten nicht scheut.

Aber die wahllose Vermelrung der Formen wiirde vielleicht die
Miihe nicht lohnen. Wichtiger erscheint mir der Nutzen, den die Er-
fabrangen in der experimentellen Behandlung der synthetischen Pro-
ducte fiir die Auffindung neuer Methoden zur Abscheidung ihrer
patiirlichen Verwandten aus den Peptonen gewiihren. Die Gewinnung
des Glycin-d-alanin-Anhydrids aus der Seide bietet das erste Beispiel
dafiir. Mir scheint deshalb die Hoffuung bLegriindet, dass es in nicht
allzu ferner Zeit gelingen wird, die wichtigsten Bestandtheile der
patiirlichen Peptone und selbst der Albumosen zu isoliren und kiinst-
lich zu reproduciren. Da es sich aber bei der sehr verschiedenen
Zusammensetzung der Proteine um eine grosse Anzahl von Einzel-
individuen handelt, so wird schon hier die Arbeit vieler Hiinde nithig
sein. Ungleich schwieriger gestaltet sich das Problem natiirlich fiir
die genuinen Eiweisskérper, denn fiir ibhre Reconstruction aus den
ersten Producten der Hydrolyse miissen vollig neue Methoden ge-
schaffen werden, und selbst wenn diese principiell gegeben sind,
wird ihre Anwendung in jedem Eipzelfalle hochst wabrscheinlich eine
langwierige Arbeit sein. Man kann sich desbalb die Frage vorlegen,
ob der schliessliche Erfolg der aufgewandten Miihe entsprechen wird.
Das hingt 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 heate durch einen gliicklichen Zufall, mit Hiilfe einer
brutalen Reaction, z.B. durch Zusammenschmelzen der Aminosduren

40*
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in Gegenwart eines wasserentziehenden Mittels, gelingen sollte, ein
echtes Protein darzustellen, und wenn es weiter moglich wire, was
noch unwahrscheinlicher ist, das kiinstliche Product mit einem natiir-
lichen Kérper zu identificiren, so wiirde damit fir die Clemie der
Eiweissstoffe wenig und fiir die Biologie so gut wie garnichts er-
reicht sein.

Eine derartige Synthese méchte ich einem Reisenden vergleichen,
der im Schnellzug ein Land durcheilt und hinterher kaum etwas da-
riiber 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 Fussginger, der Schritt fiir Schritt mit ge-
spannter Aufmerksamkeit sich den Weg sucht, der viele Wege er-
proben muss, bis er den rechten gefunden hat. Der lernt auf seiner
langen, miihsamen Wanderang nicht allein die Geographie und Topo-
graphie des Landes griindlich kennen, sondern wird auch mit der
Sprache und Cultur seiner Bewohner vertraut. Wenn er schliesslich
sein Ziel erreicht hat, so ist er im Stande, sich in jedem Winkel des
Landes zurecht zu finden, und wenn er ein Buch dariiber schreibt,
80 wird dies anderen Leuten auch mdglich sein.

Ich mé&chte es deshalb geradezu als ein GGliick ansehen, dass die
Synthese genéthigt ist, zahlreiche nene Methoden des Aufbaues, der
Erkennang und Isolirung zu schaffen, und Hunderte von Zwischenpro-
ducten genau zu studiren, bevor sie zu den Proteinen gelangen kann.
Denn diese Methoden werden schliesslich nicht allein dazu dienen, alle
Proteine der Natar und noch viel mehr, als sie hervorbrachte, zu er-
zeugen; sie werden voraussichtlich auch geniigen fiir die Aufkldrung
der zahlreichen und merkwiirdigen Umwandlungsproducte von Proteinen,
die als Fermente, Toxine u. 8. w. eine 8o grosse Rolle spielen.

Kurzum, man darf erwarten, dass durch die tiefgehende und
weit ausgedehnte synthetische Arbeit das ganze, jetzt noch so dunkle
Gebiet chemisches Culturland wird, aus dem die Biologie einen grossen
Theil der Hiilfsmittel beziehen kann, deren sie zur Lésung ihrer che-
mischen Aufgaben bedarf,
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