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und hekommt einen Krystcllbrei, aus dem sich 60%, reives 2.4-Dinitro-naph-
thol-1 vom Schmp. 138° isolieren lassen, withrend als alkaliunlosliches Pro-
dukt, nehen unangegriffencmi e-Naphthelacetat, in einer Ausbeate von 5%,
2-Nitro-naphthelacetat-1 vom Schmp. 118" gewonnen wird.

8-Tolylsulfamino-naphthol-1.

Man erwirmt ein Gemisch gleicher Gewichtsmengen von peri-
Aminonapbtholsnlfat, p-Toluolsulfocblorid und entwiissertem Natrium-
acetat unter Zusatz von etwas Lisessig aul dem Wasserbad und kry-
stallisiert das in einer Ausbeute von 809, durch Wasser abgeschie-
dene Produkt aus verdiinntem Alkohol. Es bildet breite, glinzende,
weifle Schuppen vom Schmp. 189° und 18st sich nur ‘in sebr ver-
diinnten Laugen, da schon bei miBiger Konzentration die Alkalisalze
unléslich austallen.

Oy H.;0,NS. Ber. C 63.12, U 483, N 445, $ 10.23.
Gef. » 64.93, 64.89, » 5.01, 4.95, » 4.43, 4.56, » 10.34.

Bei der Kombination mit diazotiertem Aniliu entsteht ein Gemisch von

Azo- und Disazokorpern.

S-Acetamino-naphthol-dthylither-1.

Man erbitzt Acetaminonaphthol in einer Leuchtgas-Atmosphire mit
10-prozentiger Kalilauge und Athyljodid auf dem Wasserbad am Riick-
fluBkiitler nnd krystallisiert den erhaltenen Athylither aus verdinutem
Alkobhol; er bildet breite, glinzende, weille Blittchen vom Schmp. 154°

CiyHis0:N. Ber. C 73.31, H 6.61, N 6.11.
Gel. » 73.34, » 6.8, » 6.31, 6.18.

Basel, November 1909, Universitatslaboratorium 1.

695. Emil Fischer und Andreas Luniak:
Synthese von Polypeptiden. XXXII. Derivate des [-Prolins
und des Phenyl-alanins.

[Aus dem Chemischen [nstitut der Universitit Berlin.]
(Eingegangen am 4. Dezember 1909.)

Synthetisch ist bisher nur ein krystallisiertes Dipeptid des Pro-
lins erhalten worden: das inaktive Prolyl-alanin, das bei Einwir-
kupg von Ammoniak auf e, 8-Dibromvaleryl-alanin entstebt'). Ferner
sind von E. Fischer urd . Reif?) die Aphydride des [~Prolyl-

1 E. Fischer und TU. Suzuki, diese Berichte 37. 2845 [1904)].
3 Ann. d. Chem, 363, 118 [1908].
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glycins und des [-Prolyl-l-leucins dargestellt worden, von denen das
erste groBe Alnlichkeit mit einem von Levene und Beatty durch
Verdauen der Gelatine erhaltenen Produkt zeigte. Durch Hydrolyse
des Gliadins wit heiller, verdiinuter Schwefelsiiure baben vor einigen
Jahren Thomas B. Osborne und S. H. Clapp?® ein in Wasser
schwer 18sliches, aktives Dipeptid gewonnen, das be: totaler Hydro-
lyse in Prolin und Phenylalanin zerfillt. Ob die Verbindung Prolyl-
phenylalanin oder Phenylalanylprolin ist, geht aus ikren Versuclen
nicht hervor.

Es schien uns erwiinscht, diese Frage durch die Syuthese zu
eutscheiden, und es ist uns in der Tat gelungen, dasselbe Produkt
durch Einwirkung von [-Prolylebhlorid auf !-Phenylalanin-ithyl-
ester und nachfolgende Verseifung zu gewinnen. Daraus geht her-
vor, dal} das Dipeptid I-Prolyl-l-phenylalanin ist. Auf die gleiche
Art konnten wir das !-Prolyl-d-phenylalanin lLereiten.

In der Reihe der Dipeptide, beziehungsweise jhrer Anhydride,
die durch partielle Hydrolyse von Proteinen erhalten wurden, steht
das [-Prolyl-l-phenylalanin an 5. Stelle, und als Derivat des Phenyl-
alanins ist es das erste aul diesem Wege gewonnene Dipeptid.

[-Prolyl-l-pheunylalanin,

CH,..CH, . GH, . CH.CO. NIL.UHS (. 6 1,
1 G
NH - -
Als Ausgaugsmaterialien dienten [-Prolin von [([20 = — 76.3°

das aus krystallisiertem Kupfersalz dargestellt war, und Form)l -l-phenyl-
alanin von [“]1» =+ 74.8°. Das erste wurde nach der Vorschrift von

E. Fischer und G. Reiff) in salzsaures Prolylchlorid verwandelt.

Um aus Formylphenylalanin den Athylester des Phenylalanins
zu erbalten, kocht man eine Stunde mit der 15-fachen Menge n-Salz-
siure am RiickfluBkiibler, verdampft die klare Losung unter etwa
15 mm Druck, ibergieft den Riickstand mit der 8-fachen Gewichts-
menge absolutem Alkohol und vertihrt weiter nach der Vorschrift
von K. Fischer und W. Schoeller?). SchiieBlich wird der aus
dem Hydrochlorid in Freiheit gesetzte- [-Phenylalaninithylester ausge-
dthert, mit Natriumsulfat getrocknet und unter etws 15 mm Druck
destilliert.

Fir die Kupplung mit dem Prolylchlorid haben wir 11 g reinen
l- Phenylalaninithylester mit 50 ccm trocknem Chloroform vermischt,
dann in einer Kiltemischung auf etwa — 10° abgekiihlt und unter

% Amer. Journ. Physiol. 18, 123 [1907].
) Amne d. Chem. 363, 123 [1908.. 3 Aun. d. Chem. 38%, 14 [1907]



Umschiitteln 3.3 g salzsaures Prolylchlorid portionsweise im Laufe
von etwa !/ Stunde eingetragen. Dabei entsteht eine klare Liosung.
Liit man sie noch 1 Stunde in einer Kiiltemiscaung stehen, so scheidet
sich ein dicker krystallinischer Niederschlag von salzsaurem Phenyl-
alaniniithylester ab (3.2 g). [Er wird abgesaugt, das Chloroform unter
vermindertem Druck verdampit und der Riickstand noch mehrmals
nach Zugabe von wenig Alkohol in der gleichen Weise verdampft,
um den Rest des Chloroforms abzugeben. Der Riickstand, der
meist ein dickes Ol, zuweilen aber auch fest ist, wird in 40 ccm
Wasser gelost und mit etwa 20 cem Ather extrahiert, wodurch eine
kleine Menge (etwa 1.3 g) freien Phenylalaniniithylesters entfernt wird.
Um die in der wiirigen Losung enthaltenen Ester zu verseifen, fiigt
man eine Lésung von 16 g reinem krystallisiertem Bariumhydroxyd
in 60 cem warmem Wasser zu und lifit das Gemisch bei gewihn-
licher Temperatur und unter ofterem Schiitteln 2 Stunden stehen.
Fiir die moglickst vollstindige Isolierung des Dipeptids schien es uns
jetzt vorteilhaft, die Liosung ganz von Chlor und Barium zu befreien.
Zu dem Zweck haben wir zunichst die I'liissigkeit wegen der ge-
ringen Lislichkeit des Dipeptids in Wasser auf 1800 cem verdiinnt,
dann mit einem miBigen UberschuB von Schwefelsiure versetzt und
ohne Filtration mit 7 g feingepulvertem Silbersulfat geschiittelt. Aus
der zentrifugierten klaren Iliissigkeit wurde zuerst das Silber mit
Salzsiure und die Schwefelsiure mit Barytwasser quantitativ entfernt
und schlielllich das klare Filtrat unter vermindertem Druck auf etwa
200 cem eingedamnpft.  Wihrend des Eindampfens schied sich das
Dipeptid krystallinisch ab und wurde mehrmals abiiltriert. Die Ge-
samtmenge des schon fast reinen Priiparats war 2.6 g oder 489, der
Theorie, berechuet auf das angewandte salzsaure Prolylehlorid.

Wahrscheinlich 1i6t sich die Isolierung des Dipeptids durch Ver-
seifung mit Alkali an Stelle von Baryt und durch genaue Neutrali-
sation des Alkalis mit Siure sehr vereinfachen. Zur volligen Reini-
gung haben wir 2.6 g Rohprodukt in 3500 cem siedendem Wasser
gelost; beim Abkiihlen in Eis schieden sich wieder 1.6 g ab, die [liir
die Analyse und die optischen Bestimmungen benutzt wurden.

0.4153 g lufttrockner Sbst. verloren bei 110° und 14 mm 0.0272 g H,0.

CieHis N2 O3 + Hz0 (280.18).  Ber. H.O 643, Gef. H,0 6.54.

0.1550 g bei 1109 und 14 mm getrockneter Sbst.: 0.3647 g CO2, 0.0985 g
0. — 0.1526 g bei 110° und 14 mm getrockneter Shst.: 14.2 cem N iber
33-prozentiger Kalilauge (20° 767 mm).

CieHsN, Oy (262.16). Ber. C 64.08, H 6.91, N 10.68.
Gel. » 64.16, » 7.09, » 10.79.

¥ir die oprischen Bestimmungen wurde ebenfalls das bei 110° und 14 mm

getrocknete Priiparat benuizt: lir den ersten Versueh war das Dipeptid in
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20-prozentiger Salzsiiure gelost, der zweite wurde mit ciner Losung in n-Na-
tronlauge ausgefihrt.

I. 0.2269 g Shst.; Gesamtgewicht der Losung (20-proz. HCEH 4.5700 g;
diu= 1.108; Drehung im 1-dm-Rohr 2.25° nach links.

Mithin in 20-proz. Salzsiiure [a]?)') = — 40.90° (% 0.49).

II. 0.0388 g Sbst.; Gesumtgewicht der Lisung 0.5581 g (a-Natrouolauge)
diO: 1.04; Drehung im 'o-dm-Rohr 0.54° puach rechts.

Mithin in »-Natronlauge [a]?DO == 4 15.740 (3= (.39,

Das bei 110° und 14 mm getrocknete Priiparat schmolz uunter
Schiiumen gegen 247° (korr. 2529). In kaltem Wasser ist das Dipeptid
sehr schwer, in Alkobol fast gar nicht 18slich. Die wiilirige Lésung
ist geschmacklos.

Das Kuptersalz, in der gewohnlichen Weise bereiter, krystallisicrt aus
warmem Wasser in dunkelblauen, ziemlich grofien Prismen. Sic enthalten
33 Mol. Krystallwasser, das durei Trocknen Dbei 127° bestimmt wurde.

0.1846 g lufttrocknes Salz verloren bei 127° und 15 mm 0.0299 g H,0.

CisHye Ny O3Cu + 32 H: 0 (386.78).  Ber. 10 16.30. Gel. H,0 16.19.
0.1547 g trocknes Salz: 02032 g CO., 0.0705 g H,0, 0.0383 g CuO.
Ci U N2 03Cu (323.71). Ber. C 51.88, H 497, Cu 19.63.

Gef. » 5167, » 5.11, » 19.78.

Aus diesen Daten ergibt sich die Identitiit urseres Dipeptids
mit dem Spaltungsprodukt des Gliadins, wie folgende Zusammen-
stellung zeigt.

Synthetisches Dipeptid vou Osborne

{-Prolyl-l-phenylalanin und Clapp
Krystalliorm | Perlmutterglinzende Prismen Ebeso
Zusammensetzung CyeHis N3 O3 + H,0 ADeHR
Schmelzpunkt und 2470 (unkorr.) unter : 249° (unkorr.) unter Gasent-
Geschmack Zersetzung, geschmacklos | wicklung, geschmacklos
Dreliungsver- . | W20 = _ 40.93°
wigen in 20-proz. [a]f—? = — 40.900 : ]?0 feo
Salzsiure [alyy = — 41.55

Gibt bei Hydrolyse Prolin
und Phenylalanin

Gut ausgebildete blauc Kry-

Kupfersalz ‘ Blaue Prismen stalle des orthorhomischen
persaiz CiyHgN2O3Ca + 3'/2H,0 Systems

C“ Hu; Nz 03 Cu + 3‘/7}[20
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In den Mutterlaugen, die nach dem Krystallisieren des synthetischen
I-Prolyl-l-phenylalanins bleiben, befindet sich noch eine kleine Menge
von Dipeptid, gemischt mit [-Prolin und I-Phenylalanin, Diese drei
Korper lassen sich auf folgende Weise trennen. Man verdampft zu-
erst unter vermindertem Druck bis zur Trockne und bringt das
Prolin durch Auaskochen mit absolutem Alkohol in Lésung. Der
Rickstand wird in heilem Wasser gelost und mit gefilltem Kupfer-
oxyd 20—30 Minuten gekocht. Dabei Tillt das in Wasser fast un-
losliche Kupfersalz des Phenylalanins aus, wihrend das Kupfersalz
des Dipeptids in Losung Dbleibt. Man kann letzteres durch Ein-
dampfen direkt krystallisiert erhalten. Noch besser stellt man daraus
durch Fillung mit Schwefelwasserstoff in der Hitze das freie Dipeptid
dar, das durch Abkiihlen oder FEindampfen des Filtrats leicht zu
isolieren ist.

Hydrolyse des Dineptids durch Pankreatin.

Das einzige bisher synthetisch dargestellte Dipeptid des Prolins,
das Prolylalanin?®), ist mit Fermenten uicht gepriift worden, und das
gegen Pankreassaft bestindige vermeintliche Leucyl-prolin®) wurde
spiater als das Amid des Oxy-isocapronylprolins erkannt. Umso
notwendiger erszhien es uns, an dem neuen synthetischen Dipeptid
das Verhalten gegen die Darmfermente zu untersuchen. Wir haben
dafiir das starkwirkende Pankreatin der Firma Rhenania (Aachen)
gewithlt. Wegen der geringen Loslichkeit des Dipeptids in Wasser
haben wir etwas mehr als die fiquimolekulare Menge Natriumcarbonat
zugesetzt,

0.314 g I-Prolyl-l-phenylalanin wurden in 12 cem "/yo-Natrium-
carbonatlésung suspendiert und nach Zusatz von 0.123 g Pankreatin
und 10 Tropfen Toluol 48 Stunden im Brutraum (36°) geschiittelt.
Hierbei ging das Dipeptid langsam, aber schlieBlich vollstindig in
Lisung.

Zum Nachweis der Spaltprodukte wurde die Flissigkeit mit
12 cem "/yo-Schwefelsiure neutralisiert, einige Minuten gekocht (behufs
Entfernung  des Toluols), dann filtriert und die klare Ldsung unter
geringem Druck bis zur Trockne verdampit. Beim Auskochen des
Riickstandes mit 10 cem Alkohol ging das Prolin mit einer kleinen
Menge anderer Produkte in Lisung. Der alkoholische Auszug wurde
verdampft, der Riickstand wieder mit Alkohol aufgenommen, die

B K. Fischer und U. Suzuki, diese Berichte 87, 2845 [1904].

H E. Fischer und E. Abderhalden, Ztschr. f. physiol. Chem. 46,
H2 [1905].
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filtrierte Losung von neuem verdampit und diese Cperation einige
Mal wiederholt, bis der Riickstand in sbsolutem Alkoliol vollig loslich
war. Zur weiteren Reinigung diente das Kuptersalz., Zu dem
Zweck wurde das nach Verdampfen des Alkohols bleibende Prolin
in 5 com Wasser gelost und mit gefalltem Kupfoxyd 10 Minuten ge-
kocht, dann die filtrierte tiefbliue Lésung auf dem Wasserbade ver-
dampft und der Rickstand mit Alkohol ausgekocht. Das alkoholische
Filtrat haben wir wieder eingedampfr, den Riickstand von neuem
mit Alkohol ausgekocht und diese Operation wiederholt, bis die Masse
in Alkohol véllig loslich war.  Schlielich wurde das Prolin aus
dem Kupfersalz durch Schwefelwasserstoit in Freiheit gesetzt und aus
der alkoholischen Losung durch vorsichtigen Zusatz von Ather
krystallinisch abgeschieden. Seine Menge betrug 0.U83 g. Das Prii-
parat schmolz gegen 208° (korr.)). Auch die mikropolarimetrische
Cutersuchung zeigte, dal’ es ziemlich reines I-Prolin war.

0.0332 g in vacuo getrocknzter Sbst.; Gesamtgewicht der willrigen
Lisung 0.5712 g5 % = 1.02; Drchung im Ys-dm-Rohr 2.219 nach links.

Mithin [a]f) = — 74550 (2= 0.3Y).

Zum Nachweis des durch die Hydrolyse entstandenen {-Phenyl-
alanins wurde der in Alkohol unlosliche Teil der Aminosiiuren, wel-
cher aullerdem Natriumsullat enthielt, in etwa 10 cem Wasser gelost
und mit Kupferoxyd 10 Minuten gekocht. Die jetzt filtrierte Fliissig-
keit war nur schwach bLlau, woraus hervorging, daB keine erhebliche
Menge von Dipeptid mebr vorhanden war. Das beim Kupferoxyd
zuriickgebliebene Phenylalaninkupfer wurde durch Auskochen mit ver-
diinntem Ammoniak geldst und das dunkelblauve Filtrat zur Trockne
verdampft. Den Riickstand hzben wir in heiflem Wasser suspendiert,
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die heil} filtrierte Fliissigkeit kon-
zeutriert. Hierbei schied sich das Phenylalanin krystallinisch ab. Aus-
beute 0.093 g. Die Aminosiure schmolz gegen 281° (korr.) und zeigte
auch in befriedigender Weise das Drehungsvermigen des I-Phenyl-
alanins.

0.0126 g in vacuo getrockneter Sbst.; Gesamtgewicht der wilbirigen Lo-
sung 0.6213; d* = 1.00; Drchung im Ys-cm-Rolir 0.35¢ nach links.

Mithin [ = —354.519 (& 1.09.

Zum Beweise, daf} die Ilydrolyse allein durch Pankreatin be-
wirkt wird, haben wir einen Kontrollversneh genau it den gleichen
Mengenverhiltnissen, aber ohne Pankreatin angestellt. Das Dipeptid
war hier nach 48-stiindigern Aufbewahren 1in Brutraum nur teilwelse
geldst, und als zum Schluff mit der fquivalenten Menge 2/y0-Schwefel-
siiure neutralisiert wurde, fiel aus der Losung der grifite Teil des un-
verinderten Dipeptids aus. Zuriickgewonnen wurden 90 %, der ange-
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wandten Menge. In der wifrigen Mutterlauge baben wir nach dem
oben angegebenen Verfahren vergebens Prolin oder Phenylalanin
gesucht.

{-Prolyl-d-phenylalanin.

Die Darstellung geschah genau so wie bel den: 1someren Dipeptid,
nur trat an Stelle des I-Phenylalaninesters die d-Verbindung, die aus
reinem d-Phenylalanin bereitet wer. Ierner wurde die Fliissigkeit
nach der Verseifung mit Baryt lange nicbt so stark verdiinnt. Schwie-
riger war aber hier die Isolierung des Dipeptids, weil es in Wasser
viel leichter 18slich ist als das lsomere. TDie Trennung von unver-
dndertem Phenylalanin wurde deshalb mittels des Kupfersalzes iu fol-
gender Weise ausgefiithrt: Nachdem Chlor, Silber, Barium und Schwefel-
stiure aus der Losung genau gefiillt waren, verdampfite man diese unter
vermindertem Druck zur Trockne und kochte den Riickstand mit
absolutem Alkohol aus, um das Prolin zu entfernen. Das nun
zuriickbleibende Gemisch, dessen Menge bel Anwendung von 2.5 g
salzsaurem [-Prolylehlorid und 7 g d-Phenylalaniniithylester 4.3 g be-
trug, wurde in der 25-fachen Menge heillen Wassers geldst, dann mit
iiberschiissigem, gefillltem Kupferoxyd ', Stunde gekochbt und heify
filtriert.  Da das d-Phenylalaninkapfer auch in heilem Wasser sehr
schwer 18slich ist, so blieb es zum groBten Teil bel dem Kupferoxyd
und konnte durch Auslaugen mit heillem verdiinntem Ammoniak,
Filtration und Wegkochen des Ammoniaks leicht gewonnen werden
(2.4 g). Das erste, tiefblau gefirbte Filtrat enthielt hauptsitchlich das
Kupfersalz des Dipeptids. Nachdem die Losung unter vermindertem
Druck stark eingeeugt war, schied sich daraus das Kupfersalz bel
lingerem Stelien im Lixsiccator als dunkelblaue, mikroskopische, diione
Prismen ab. Die Ausbeute btetrug auf 2.5 g salzsaures Prolylchlorid
1.8 g oder 329, der Theorie. Zur Reinigung wurde das Salz aus
heillem, 85-prozentigem Alkobol umkrystallisiert. Das lufttrockne Salz
enthiilt 2 Mol. Wasser.

0.1904 g lutttrocknes Salz verloren bei 1279 und 14 mm 0.0188 g 11,0.

CralisN2 O3 Cu+ 2H,0 (329.74). Ber. H30 10.01.  Gef. H,0 9.87.

0.1716 g bei 1279 getrocknetes Salz: 0.3247 g CO., 0.0789 g H. 0,
0.0420 g CuO.

C 116 N:0; Cn (323.71).  Ber. C 51.88, 11 4.97, Cu 19.63.
Gel. » 51.60, » 5.15, » 19.59.

Duas reine, krystallisierte Salz ist in kaltem Wasser recht schwer
I5slich.

Zur Gewinnung des Dipeptids wurde das reine Kuplersalz in der
150-fachen Menge heilen Wassers gel6st, mit Schwefelwasserstoff zer-
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legt und das Ihltrat verdampft. Aus der stark eingeengten Fliissigkeit
schied sich das Dipeptid in der Kilte in kleinen farblosen Prismen
ab. Sie enthalten in lufttrocknem Zustande 1 Mol. Wasser.

0.3987 g lafttrockner Sbst. verloren unter 14 mm bei 1109 0.0263 g H.O.

CisHy3Np O3 + H20 (280.18). Ber. H,0 6.43. Gel H,0 6.62.

0.1527 g trockne Sbst.: 0‘35904g CO2, 0.0941 g H;0. —0.1232 g trockne

Sbst.: 11.2 cem N iiber 33-prozentiger Kalilauge (209, 767 mm).
CisHisN: O3 (262.16). Ber. C 64.08, H 6.91, N 10.68.
Gel. » 64.11, » B.91, » 10.54.

Das trockne Dipeptid schmilzt nicht ganz konstant gegen 218°
(223° korr.) unter Schiiumen zu einer braunen Flissigkeit. Es ist
zum Unterschied von dem isomeren [-Prolyl-l-phenylalanin ziemlich
leicht loslich in kaltem Wasser, dagegen in absolutem Alkohol sehr
schwer loslich. Der Geschmack ist bitter.

‘Wegen Mangel an Material haben wir nur eine mikropolarime-
trische Bestimmung ausfithren kinnen.

0.0607 g bei 110° und 14 mm getrockneter Shst.; Gesamtgewicht der Lo-
sung (Wasser) 1.5268 g; dZO = 1.009; Drchung im 1-dm-Rohr 2.08° nach links.

Mithin in Wasser [a]%? = — 52,00 (% 0.5°)

698. G. Reddelien:
Notiz zur Darstellung von Benzophenon-imid-Derivaten.
(Eingegangen am 7. Dezember 1909.)

Zur Darstellung des Diphenylmethylen-anilins existieren
bisher drei Vorschriften: Nach Pauly?!) erhilt man die Substanz durch
Einwirkung von Anilin auf Benzophenonchlorid. Graebe?) stellte
den Korper durch Lintropfen von Anilin in geschmolzenes Benzophenon
bei 250—260° dar. Nach Niigelis Angaben?®) endlich kann man durch
20-stiindiges Kocben von Anilin, Denzophenon und geschmolzenem
Natriumsullat zu dem Imid gelangen. Voo diesen Methoden ist die
zweite die beste, doch ist sie bei Derivaten des Anilins nicht gut an-
wendbar. Weit schneller und mit fast ebenso guter Ausbeute erhilt
man die Substanz durch Kondensation von Benzophenon und Anilin
mit wasserfrelem Zinkchlorid bei 160—180°% Auf diese Weise
lassen sich auch leicht und schuell eine Reihe von Anilinderivaten
mit dem Keton verbinden. Bsi den so entstehenden Verbindungen

) Ann. d. Chem. 187, 196 [1877]. % Diesc Berichte 32, 1678 [1899].

3 Bull. soe. chim. [3] 21, 783 [1599].





