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Eigenschaften genau kennt, nicht auf einfacherem Wege darstellen
kann.

Fiir die schwierige und langwierige Untersuchung fand ich in
der Person des Hrn. Dr. Ewald Fonrobert einen ausgezeichneten
Mitarbeiter, dem ich fiir seinen hingebenden Eifer auch an dieser
Stelle herzlich danke.

114. Hans Fischer und Heinrich Rése: Gewinnung der
Isophonopyrrol-carbonsiiure aus Hémin und eine neue Iso-
llerungsmethode der sauren Spaltprodukte des Hiamins und
Bilirubins.
[Aus dem Physiolog. Institut der Universitit Miinchen.]
(Eingegangen am 21. Februar 1914.)

Schon vor lingerer Zeit teilten wir mit, daB es leicht gelingt,
die Pyrrol-carbonsiuren des Blut- bezw. Gallen-Farbstoffes in ihre Ester
iiberzufiihren mit Hilfe von Alkohol und Salzsiure analog dem E.
Fischerschen Veresterungsverfabhren fiir Aminosiuren. Auch die
von uns aus Phonopyrrol-carbonsdure synthetisch erhaltene Trimethyl-
pyrrol-propionsiure liBit sich leicht so verestern, ebenso die Bilirubin-
siure. Die Reinigung der Ester gelingt dann sehr leicht durch De-
stillation im Vakuum; man kann beim Gallenfarbstoff die Tren-
nung der monomolekularen Pyrrolsduren von der Bilirubinsdure durch
fraktionierte Destillation erzielen. Ebenso bewihrte sich die Methode
bei der Isolierung der Trimethylpyrrol-propionsiure, die man bei der
Aufspaltung des Himins durch Kaliummethylat erhalt.

Ganz besonders leicht lassen sich die Ester der Phono- und Iso-
phonopyrrol-carbonsiure mit Hilfe ihrer Pikrate trennen, die eine
ganz verschiedene Farbe besitzen. Der Ester der Phonopyrrol-car-
bonsiure ist schokoladebraun?), wihrend der der isomeren Siure hell-
gelb ist, und man konnte mit Hilfe dieser Farbendifiereuz leicht mit
einiger Geduld die beiden Ester auslesen. Aber wir haben bequeme
Methoden gefunden, um nahezu quantitativ die beiden Esterpikrate zu
trennen, und zwar in der {raktionierten Filllung, wie sie Willstitter
und Asahina zur Fraktionierung des Himopyrrol-Gemisches
zuerst angewandt hatten, und der verschiedenen Ldslichkeit in Essig-
ester. Setzt man zu einem Gemisch der beiden Ester eine ungenii-
gende Menge Pikrinsiiure, so krystallisiert in der Regel zuerst das
Pikrat des in gréBerer Menge vorhandenen Esters heraus, und durch

1) B. 45, 3276 [1912].
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allmihliche Zugabe von Pikrinsiure und scharfes Beobachten, wann
die Krystallisation des andersfarbigen Pikrates beginnt, kann man die
Trenoung bewirken. Noch bequemer ist die Trennung mittels Kry-
stallisation aus Essigither. In diesem Ldsungsmittel ist der Phono-
ester sehr schwer loslich, wihrend der Isoester sebr leicht loslich ist.

Aus den Pikraten der Ester gewinnt man die Ester der Siuren
durch Zerlegung mit Natronlauge; die in Freiheit gesetzten Ester
werden im Vakuum destilliert und nun verseift. Die Verseifung geht
leicht und pabezu quantitativ entweder durch Erhitzen mit Jodwasser-
stoffsiure oder mit Kaliummethylat vonstatten.

Mit Hilfe dieses Verfahrens haben wir npeben der Phonopyrrol-
carbonsiure zum ersten Male!) die Isophonopyrrol-carbonsiure aus
Himin in reinem Zustand gewonnen. I[hre Identitit mit der Iso-
phonopyrrol-carbonsiure aus Bilirubin baben wir bewiesen durch die
iibereinstimmenden Schmelzpunkte der Esterpikrate, Ester, Siuren,
Siurepikrate und Oxime bezw. Depression der Mischschmelzpunkte
mit den gleichen Derivaten der Phonopyrrol-carbonséure.

Was die Mengenverhiltnisse der beiden Siuren anlangt, so finden
wir !/3 Isophonopyrrol-carbonséiure gegen */3 Phonopyrrol-carbon-
siure. .

Experimenteller Teil

Uberfihrung des bei der Reduktion des Hamins
erhaltenen Siuregemisches in die Ester und Isolierung der
Isophonopyrrol-carbonsiure.

60 g Himin wurden mit Eisessig-Jodwasserstoffsiure in der
schon oft beschriebenen Weise aufgespalten. Nach der Reduktion des
entstandenen Jods mit Jodphosphonium wurde das Siuregemisch im
Vakuum abdestilliert und die Basen sodaalkalisch mit Dampf abge-
trieben.

Die sodaaikalische Losung wurde nach dem Absaugen des Eisen-
schlammes eben kongosauer gemacht und 4 —5-mal ausgedthert, der
Ather abdestilliert, zum Schlu8 im siedenden Wasserbade, ca. 30—35¢g
Riickstand. In 500 ccm Methylalkobol (absol.) wurde dieser aufge-
nommen und die Lésung mit trockner Salzsiiure gesittigt. Am andern
Tage wurde im Vakuum bei ca. 40° Badtemperatur eingedampft und
der Riickstand sodaalkalisch 2-—3-mal ausgeithert.

1) Piloty gibt zwar an, daB er die Isophonopyrrol-carbonsiure aus Ha-
min (Piloty und Dormann, B. 46, 1002 [1913]) isoliert habe. Die von
ihm angegebenen Daten beweisen, daB er ein Gemisch in Hinden hatte. An-
haltspunkte fir das Vorkommen der Isophonopyrrol-carbonsiure im Himin
haben wir schon vorher angegeben.
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Aus der Sodaldsung lilt sich nach dem Ansfiuern und Ausitlern eine
bald groBere, bald kleinere Menge unverinderten Shuregemisches wiederge-
winnen. Schmelzpunkt des Rohpikrates 146°. Nach dem Umkrystallisieren
aus Alkohol Schmp. 158—159°

Der obige Atherauszug der Ester wurde eingedampft und im
Vakuum bis 220° Olbad-Tempemtur destilliert (Ausbeute ca. 24 g).

In einer Reihe von Vorversuchen konnten wir durch Fraktionierung
keinerlei Trennung erzielen, vielmehr erwiesen sich die @ibrigens innerhalb
weniger Grade ibergehenden Anteile als durchaus gleichartig zusammenge-
setzt. Deshalb wurde bei den spiteren Versuchen, wie angegeben, auf Frak-
tionierung verzichtet.

Beim Stehen des Destillates im Vakuum in der Kilte krystalli-
sierte regelmiflig reiner Phonoester aus, im vorliegenden Falle ca.
6.3 g. Die Krystalle wurden durch Absaugen ohne Filter von dem
Oligen Estergemisch getrennt. Weiteres Abpressen unter hohem Druck
zwischen gehirtetem Filtrierpapier. Line Probe wurde ins Pikrat
verwandelt. Aus Alkohol umkrystallisiert schmolz dieses bei 120—
121°

0.1132 g Sbst.: 209 cem N (20° 713 mm).

CisHy;s05N,. Ber. N 13.66. Gef. N 13.78.

Die Treonung der in der &ligen Mutterlauge befindlichen Ester
bewerkstelligt man nach der Umwandlung in die Pikrate. Es ist
zweckmiBig, hier zuerst die fraktionierte Fallung mit Pikrinsiure an-
zuwenden, da es sehr hiufig gelingt (nicht immer), so direkt die
Treopung zu erzielen. MiBlingt diese, so fiihrt das weiterhin ange-
gebene Trennungsverfahren mit Essigester absolut sicher zum Ziel;
wir beschreiben daher nur dieses.

11 g des Gemisches wurden mit 220 cem 10-prozentiger, feucht-
dtherischer Pikriosiure-Losung versetzt. Beim Stehen in Eis schieden
sich 18.5 g Pikrat aus. Die Mutterlauge wurde eingedampft und der
gelbe Riickstand mit Alkohol und Ather gewaschen (6.6 g); schmilzt,
aus Alkohol umkrystallisiert, bei 95° Beim bnochmaligen Umkry-
stallisieren #nderte sich der Schmelzpunkt nicht. Wahrscheinlich liegt
hier das Pikrat des Esters der Trimethyl-pyrrol-propionsiure vor,
jedoch ist dieser Teil der Untersuchung noch nicht abgeschlossen.

Die abgeschiedenen Pikrate (18.5 g) wurden in 140 ccn Essig-
ather gelost und ca. 1 Stunde bei niederer Temperatur stehen ge-
lassen. Alsdann war fast alles Phonoester-pikrat (5.4 g) auskrystalli-
siert (erkenntlich an seiner braunen Farbe), dem nur geringe Mengen
des gelben Pikrates des Isophonopyrrol-carbonsiureesters beigemischt
waren. Nach dem Absaugen wurde das Filtrat eingedampit und der
Riickstand -aus 60 ccm heiflem, 96-prozentigem Alkohol umkrystalli-
siert. Es wurden so 5.3 g reines Isophonopyrrol-carbonsdureester-
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pikrat vom Schmp. 112—113° erbalten, das beim weiteren Umkry-
stallisieren seinen Schmelzpunkt nicht mehr #pderte. Die Reinbeit
wurde bewiesen dadurch, dafl der Mischschmelzpunkt mit dem Iso-
esterpikrat aus Bilirubin (vergl. unten) keine Depression ergab.

0.1380 g Sbst.: 17.6 cem N (21°, 723 mm).

CisH;sOoNy. Ber. N 13.66. Gef. N 13.87.

Darstellung der freien Isophonopyrrol-carbonsiiure. 9g
des bei 112—113° schmelzenden Pikrates wurdeu mit Natronlauge in
bekannter Weise zerlegt und die so erhaltenen freien Ester mit 25 ccm
Jodwasserstoffsiure (spez. Gew. 1.96) uod 25 ccm Wasser ca. 2 Stun-
den im siedenden Wasserbade erhitzt. Dann wurde der Jodwasser-
stoff im Vakuum abdestilliert und der Riickstand nach dem Alkalisch-
machen mit Soda ausgeiithert. Die Verseifung war nahezu quantitativ,
indem nur eine ganz geringe Menge unverinderten Esters in Form
des Pikrates (Schmp. 112—113%) wiedergewonnen werden konnte.

Die Sodalésung wurde angesiuert, ausgeathert und eingedunstet.
Es hinterblieben 3.3 g krystallisierte Isophonopyrrol-carbonsiure, die
zur Analyse aus siedendem Wasser umkrystallisiert wurden. Schmp.
140° wihrend Piloty und Dormann 122° angeben. Der Misch-
schmelzpunkt mit der Isophonopyrrol-carboasiure aus Bilirubin (vergl.
unten) ergab keine Depression. Der Mischschmelzpunkt mit der bei
131° schmelzenden Phonopyrrol-carbonséure ergab eine erhebliche
Depression (110—1129),

0.1728 g Sbst. (im Vak. dber P20s getr.): 0.4112 g CO:, 0.1262 g H,0.
— (.1534 g Sbst.: 12.2 cem N (209, 724 mm).

CsH3NO;. Ber. C 64.58, H 7.78, N 8.38.
Ger. » 64.96, » 8.17, » 8.69.

Eine Probe der Siure wurde ins Pikrat verwandelt und dieses
aus Alkohol umkrystallisiert. Schmp. 155-—156° (Piloty und Dor-
mann 1469°).

0.1449 g Sbst. (im Vak. dber P2O; getr): 0.2414 g CO,, 0.0562 g H,0.
— 0.1451 g Sbst.: 18.9 cem N (20°, 725 mm).

CisH;6 N Oy, Ber. C 4545, H 4.04, N 14.14.
Gel. » 4544, » 443, » 14.%6.

Das aus der Saure in der iblichen Weise dargestelite Oxim schmolz,
aus Wasser umkrystallisiert, bei 219° (Piloty und Dormann 210°).

0.1439 g Sbst.: 18.2 cem N (199 721 mm).

CaH;oNan. Ber. N 14.14. Gef N 13.83

Gewinnung der Isophonopyrrol-carbonséure aus
Bilirubin.
Die Gewinnung der Isophobopyrrol-carbonsdure aus Bilirubin
haben wir schon friiher!) beschrieben. Die Isolierung geschah damals

1) B. 45, 1985 [1912] und H. 82, 391,
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in Form des Pikrates. Auf die Beschreibung der freien Sdure wurde
verzichtet, weil die uns seinerzeit zur Verfiigung stebende Menge zu
gering war, um exakte Beobachtungen anzustellen.

50 g Bilirubin wurden mit 1250 ccm Eisessig-Jod wasserstoff-
siure (2:1) ¥.Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt und das
ausgeschiedene Jod wit Jodphosphonium reduziert. Der Iisessig-
Jodwasserstoff wurde im Vakuum abdestilliert und die Sauren durch
Ausithern gewonnen. Aus dem Ather-Extrakt krystallisierten beim
Eindampfen 7.7 g fast reiner Bilirubinsiure vom Schmp. 178 ° aus.

Die Mutterlauge hiervon binterlieB beim weiteren Eindampfen
18 g eines zdben Sirups, der nach dem Lésen in 180 ccm Methyl-
alkobol bei niederer Temperatur mit trocknem Chlorwasserstoff ge-
sittigt wurde. Die weitere Verarbeitung erfolgte in der beim Hamin
beschriebenen Weise. Das Estergemisch wurde im Vakuum destilliert
und in 3 Fraktionen aufgefangen: I. 158 —164° Innentemperatur
(1.2 g); II. 164—174° Innentemperatur (3.4 g); IlII. Nachlauf bis
230° Olbadtemperatur (0.5 g).

Fraktion I bestand aus reinem Isophonopyrrol-carbonsdure-
ester, wihrend in Il und IIl neben diesem noch der Ester der
Phonopyrrol-carbonsiure nachgewiesen werden konnte. Auf diesen
uns wichtig erscheinenden Befund soll in einer spiteren Mitteilung ein-
gegangen werden.

Aus Fraktion I und II wurde mit Hilfe von 10-prozentiger athe-
rischer Pikrinsiure insgesamt 1.6 g Pikrat erbalten. Nach dem Um-
krystallisieren aus Alkohol wurde der konstante Schmp. 111° erreicbt.
Durch Zerlegung mittels Natronlauge wurde der freie Ester gewonnen
und dieser mit verdiinnter Jodwasserstoffsaure verseift. Die so dar-
gestellte Isopbonopyrrol-carbonsiure schmolz nach dem Umkrystal-
lisieren scharf bei 142° (Piloty und Thannhauser 126—127° bei
105° beginnende Sinterung).

Gewinnung der Trimethylpyrrol-propionsiure aus Himin
vach der Aufspaltung mit Kaliummethylat.

Die Uberlegenbheit des neuen Verfahrens der Isolierung von Pyrrol-
carbovnsiiuren durch Destillation ihrer Ester baben wir in besonders
eklatanter Weise bei der Gewinnung der Trimethylpyrrol-propionsiure
aus Hiimin nach vorausgegangener Aufspaltung mittels Kaliummethylats
kenpen gelernt. Bei Verarbeitung von 25 g Himin koonten friher')
nur 4 g Pikrat dieser Siure isoliert werden; anders bei Anwendung
des neuen Verfahrens.

1) H. 87, 43.
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25 g Himin wurden im Autoklaven mit 50 g Kalium in 200 g
Methylalkohol (absol.) gelost auf 225—230° 4 Stunden erhitzt. Der
Druck stieg auf 70 Atm., nach dem Erkalten noch 20 Atm. Der Inhalt
des Autoklaven wurde mit Wasserdampf destilliert, wobei Phyllopyrrol
in grofen Mengen iiberging. Ausbeute 6.6 g.

Die alkalische Mutterlauge wurde mit Salzsture schwach kongo-
sauer gemacht und ausgeiithert. Der Atherriickstand (12.6 g) wurde
in 140 ccm Methylalkohol geldst und unter Kiihlung trocknes Salz-
siuregas bis zur Sittigung eingeleitet. Am andern Morgen wurde im
Vakuum bei ca. 40° Wasserbad-Temperatur eingedampft. Der Riick-
stand wurde mit iberschiissiger Sodalosung versetzt und die darin
unloslichen Ester mit Ather ausgezogen (ca. 8.6 g). Sie wurden nach
dem Verjagen des Athers im Vakuum fraktioniert destilliert. Die
Hauptmenge (4.5 g) ging scharf bei 162° Innentemperatur iiber (01-
bad 196—212°). Beim Steigern der Temperatur des Olbades auf 270°
konnte noch ein Nachlauf (1.4 g) aufgefangen werden, der zum Unter-
schied zur Hauptfraktion die Ebrlichsche Aldehydreaktion ziemlich
stark gab. Die Hauptiraktion wurde nochmals im Vakuum {iber
Bariumoxyd destilliert und die Analyse ergab folgende Zahlen.

0.2519 g Sbst.: 0.6269 g COz, 0.2013 g H,0. — 0.2832 g Shst.: 19.2 cem
N (200, 725 mm).

Ci1Hi7 NO, (195.15). Ber. C 67.64, H 8.78, N 7.18.
Gef. » 67.87, » 894, » 7.43.

Hiernach lag also Trimethylpyrrol-propionsiure-ester vor.
der weiterhin durch Uberfibrung in das Pikrat erkaont wurde. 1g
wurde mit 20 ccm 10-prozentiger #therischer Pikrinsiure versetzt.
Beim Reiben und Stehen in Eis schieden sich 1.35 g Pikrat ab. Aus
der 5-fachen Menge 96-prozentigen Alkohols umkrystallisiert, schmolz.
es bei 95—96° Zur Apalyse wurde im Vakuum iiber P; Oy getrocknet.

0.1632 g Sbst.: 19.8 cem N (199 719 mm).

CirHpo Oy Ny (424.2). Ber. N 13.21. Gef. N 13.23.

Von dem Nachlauf wurde ebenfalls 1 g mit 20 cem Pikrinsiure-Losung ins.
Pikrat verwandelt (1.4 g. Aus Alkohol umkrystallisiert, Schmp. 95—96°.

0.1404 g Sbst.: 17.1 ecem N (18°, 721 mm).

CiyHzoOsN;. Ber. N 13.21. Gef. N 13.37.

Trimethylpyrrol-propionséiure aus dem Gemisch von Phono-
und Isophonopyrrol-carbousiureester.
Zum Vergleich mit dem soeben beschriebenen Ester der Trimethyl-
pyrrol-propionsiure wurde dieser nochmals!) aus den sauren Spalt-
produkten des Hiamins dargestellt.

1) Vergl, Fischer und Bartholomius, H. 83, 68,



40 g des dligen Estergemisches wurden mit 80 g Kalium in 300 g
Methylalkohol (absol.) im Autoklaven 4}/; Stunden auf 220—230° er-
hitzt. Nach dem Erkalten und Ablassen des Drucks wurde die
Reaktionsmasse mit Dampf destilliert, und das Destillat ausgeiithert
(ca. 5 g Atherriickstand). Aus diesem wurden mit 60 ccm 10-prozent.
Pikrinsiure-Losung 4.7 g Pikrat vom Schmp. 112—113° erhalten. Nach
zweimaligem Umkrystallisieren schmolz es bei 126—127°, war also
Tetramethyl-pyrrol-Pikrat.

0.1410 g Sbst.: 20.2 cem N (199 727 mm).

CitH;sO7N;. Ber. N 1591. Gef N 15.80.

Die mit Dampf destillierte alkalische Fliissigkeit wurde angesiuert
und ausgeiithert (ca. 36 g Riickstand), in 400 ccm Methylalkohol ge-
lost und mit Salzsduregas gesittigt. Der Ester wurde im Vakuum
destilliert. Er siedet scharf ohne Vorlauf bei 157—158° (Druck 10 mm).
Ausbeute 22 g. Noch ein geringer Nachlauf von 2 g ging bis 200°
Olbad-Temperatur iiber.

Zur Analyse wurde nochmals im Vakuum iiber Bariumoxyd destilliert.

0.1604 g Sbst.: 0.3974 g CO;, 0.1281 g H;0. — 0.2068 g Sbst.: 13.4 cem
N (200 725 mm).

C,1HiyNO;. Ber. C 67.64, H 8.78, N 7.18.
Gef. » 67.57, » 894, » 7.09.

Eine Probe des Esters wurde ins Pikrat iibergefiihrt. Schmelz-
puokt pach dem Umkrystallisieren aus der b-fachen Menge 96-proz.
Alkohols 97—98°. Der Mischschmelzpunkt mit dem obigen analytischen
ergab keine Depression.

0.1381 g Sbst.: 0.2440 g COq, 0.0623 g H,0. — 0.1695 g Sbst.: 20.8 ccm
N (199, 712 mm).

Ci 30 N,. Ber. C 48.09, H 4.75 N 13.21.
Gef. » 48,19, » 505, » 13.25.

Trimethylpyrrol-propionsiure. 14 g des Ksters wurden
mit 75 cem Kaliummethylat-Losung (50 g Kalium in 200 g Methyl-
alkohol) 1 Stunde im siedenden Wasserbade erhitzt. Danach wurde
mit Wasser verdiinnt und durch Ausithern etwa unverseifter Ester,
sowie der Methylalkohol entfernt. Durch Ansiuvern und Ausithern
wurde die freie Siure gewonnen, die nach dem Abdampien des Athers
als zdher Sirup hinterblieb. Durch Anreiben mit Wasser wurde die
Saure fest und lieB sich aus Wasser in schén krystallisierter Form
(groflen, vielflachigen Prismen) abscheiden, allerdings unter erheblichen
Verlusten. Schmelzpunkt der reinen Siure 89°.

Eine Probe wurde ins Pikrat iibergelibrt, das bei 129—130°
schmolz, wihrend frilher 126—127° gefunden worden waren.





