
88. Eans v. Euler und Karl Josephson: 
Enaymatische Spaltung von Dipeptidea (I.). 

[Aus d. Biochem. Laborat. d. Universitat Stockholm.: 
(Eingegangen am 23. Dezember 1925.) 

Nachdem die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes bei der theo- 
retiscl~en Behandlung der Enzym-Reaktionen im Falle von Zucker hydroly- 
sierenden Enzymen zur Entwicklung der enzymatischen Kinetik in d e n  
wesentlichen Punkten sich als unentbehrlich erwiesen hat, so ist zu erwarten, 
daf3 die Ubertragung dieser Betrachtungsweise auf andere Enzym-Reaktionen 
neue Gesichtspunkte sowohl beziiglch der Wirkungsweisen solcher Enzyme 
wie auf dem Gebiet der enzymatischen Reaktionskinetik iiberhaupt dar- 
bieten wird. 

Wir haben dabei zuerst die enzymatische Spaltung von D i p e p t i d en 
von diesem Standpunkt aus aufs neue zu studieren begonnen, und zwar be- 
sonbers aus Griinden, welche der eine von uns schon vor Iangerer Zeit hervor- 
gehoben hat l) : In  den Dipeptiden besitzen wir ein Material, welches hinsicht- 
lich Konstitution, elektrochemischen Eigenschaften usw. genau definiert 
ist. Dasselbe gilt auch, was von Bedeutung ist, beziiglich der Endprodukte 
der enzymatischen Dipeptid-Spaltung, der Aminosauren. 

Die Spaltung des Glycyl-glycins  durch Darm- oder Hefen-Erepsin 
wurde schon friiher untersucht. Dabei wurde besonders die Kinetik der 
Spaltung und die Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Aciditat 
des Reaktionsmediums untersucht. Als pH-Optimum der Wirkung des Darm- 
Erepsins hatte sich nach den Versuchen Dernbys2)  p~ = rund 8.0 und fiir 
die Wirkung des Hefen-Erepsins PH = 7.8 ergeben, wobei Glycyl-glycin als 
Substrat verwendet wurde. Nach den Versuchen von Abderhalden und 
Fodor3)  sol1 das pa-Optimum von der Natur des Substrates abhangig sein. 

Die Versuche, welche wir im Folgenden mitteilen, betreffen besonders 
die Abhangigkeit der Wirkung des Darm-Erepsins von der Aciditat und 
von der Konzentration des Substrates (Glycyl-glycin). Im AnschluB hieran 
und im Anschlul3 an unsere friiheren Vorschlage zur Bezeichnung der enzy- 
matischen Wirksamkeit von Enzym-Praparaten 4, haben wir einen Ausdruck 
zur Charakterisierung der Aktivitat von Zrepsin-Praparaten au€gestellt, 
namlich die Gl y s y lg l  y c in  -S p a1 t u n g s f a h i  g k e it 

k 
G1.f = g Enzym-PrapLrTt. 

In  dieser E'ormel bedeutet k den nach der Formel fur nionomolekulare Reak- 
tionen berechneten Reaktionskoeffizienten k = I I t .  log (a/a -x). Die Messung 
von k wird bei 37O, bei der optimalen Aciditat (pH bei Beginu der Messung 
= 7.9-8.0) und bei 0.05-normaler Konzentration des Glycyl-glycins aus- 
gefiihrt. Das Totalvolumen der Reaktionsmischung betragt 25 ccm. 

I) E u l e r ,  Sr. Vet. Akad. Arkiv f .  Icemi 8, Nr. 31 und 39 [1907]; H. 51, 213 Lr907]. 
2) D e r n b y ,  Bio. %. 81, 107 [1g17]. und zwar S. 181. 
3) Abderha lden  und F o d o r ,  Fermentforschung 1, 533 [1916]. 
4, E u l e r  und Josephson,  B. 66,. 1749 [1923]; Josephson,  H. 147, I !rgr$, 

und zwar S. 26. 
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Bercbreibung der Vermme. 
D a s Enzym-Material. 

Als Ausgangsmaterial zur Darstellung unserer Enzym-Praparate haben 
wir die nach dem Waschen des Darms mechanisch abgeschabte Schleimhaut 
des  Diinndarms vom Schwein benutzt. Aus der Schleimhaut wurde 
durch Extraktion mit Glycerin (Schutteln auf der Schuttelmaschine) warend 
zwei Tagen und nachherige Filtration durch Faltenfilter ein klarer, hdlgelb 
gefarbter Extrakt erhalten. I ccm dieses Extraktes bewirkte in go Min. 
21-proz. Spaltung von 25 ccm 0.1-n. Glycylglycin-Losung. 

Wir haben zuerst versucht, eine erste Reinigung des Glycerin-Extraktes 
durch Dialyse zu erzielen. Dabei traten aber sehr starke Verluste an Aktivitat 
ein. So bewirkten 5 ccm eines dialysierten Darm-Extrrdktes (Trockengewicht 
= 11.2 mg) innerhalb 24 Stdn. in 25 ccm 0.1-n. Glycylglycin-Msung eine 
Spaltung von nur 11 %. In 0.05-n. Losung betrug der Spaltungsgrad in 
24Stdn. rund IS”/, k also = o . ~ ~ x I o - * .  G1. f wird hieraus zu 0.0044 be- 
rechnet5). 

Um wjrksamere Praparate zu erhalten, haben wir zur Zeit auf die Dialyse 
verzichtet und haben die Reinigung durch Alkohol-%idlung ausgefiihrt. 
Durch die Alkohol-Fallung werden die Praparate von Glycerin befreit, und 
durch Wegschaffung von Verunreinigungen wird der Reitlheitsgrad erhoht. 
Die Inaktivierung scheint nur ganz unbedeutend zu sein. 

B.eispie1 d e r  Rein igung d u r c h  Alkohol -Fa l lung:  Von dem oben erwahnten 
Darm-Extrakt wurden 85 ccm unter Kiihlen und bei kriiftigem Riihren in 250 ccm 
absol. Alkohol eingetragen. Die gebildete Falfung wurde durch Zentrifugieren von’ der 
alkohol. Fliissigkeit getrennt Nach Waschen mit absol. Alkohol und Ather qurde 
das Praparat in einem Vakuum-Exsiccator von den letzten Ather-Resten befreit. Es 
wurden rund 0.8 g Trockenpraparat aus den 85 ccrn Darm-Extrakt erhalten. Zur Ak- 
tivitatsbestimmung wurde 0.1 g mit 10 ccm destilliertem Wasser geschuttelt und 2 ccm 
der filtrierten Losung auf Aktivitat gepriift. Unter den Bedingungen bei der Bestimmung 
der GlycylglycinSpaltungsfiihigkeit ergab die 0.02 g des Trockenpraparates ent- 
sprechende Menge der Liisung k = o.ooog. Hieraus wird G1.f des Trockenpraparates 
herechnet zu o.ooog/p.oz = 0.045 Da aber das Trockengewicht der Enzym-Lasung 
nur 7.28 mg in 2 ccm betrug (wegeudesGehaltes des Trockenpraparates an nicht inMsung 
gegangenen EiweiBstoffen), wird G1.f fur die Losung zu 0.0009/0.00728 = 0.12 berechnet. 
Die so erhaltene Losung (3) war also rund 27-mal so aktiv wie die dialysierte Losung 2 

B em e r ku n g e n z u r  ’V er  s u c hs m e t h o d i  k 
Von den verschiedenen in der Literatur beschriebenen Methoden zur Verfolgung 

der PeptidSpaltung haben wu, wie friiher, uns der Formoltitrationsmethode nach 
Sorensens) bedient. Diese Methode, welche bei Abwesenheit von Pufferzusatzen und 
bei Anwendung von Thymol-phthalein als Indicator bei der Bestimmung von Glycyl- 
glycin und von Glykokoll Analysenresultate ergibt, welche den nach der Methode von 
W i 11s t a t t e r  und W a ldschmid  t -Lei t  z’) ausgefiihrten Analysen nicht nachstehen, 
scheint uns im vorliegenden Falle die zweckmaBigste und einfachste zu sein. 

Analysen  von  Glycyl-glycin u n d  Glykokol l :  2 ccm 0.5-n. Glycylglycin- 
Losung verbrauchten 4.98 ccm o 2-n. NaOH. Gef. 99.6% d. Th. - 2 ccm 0.5-n. Gly- 
kokoll-Losung verbrauchten 4.91 ccm 0.2-n. NaOH. Gef. 98.2 yo d. Th. --, 5 ccm 
0.05-n. Glycyl-glycin verbrauchten 1.27 ccm 0.2-n. NaOH. Gef. IOI 6 %  der Th. 

5) In einer Berechnung alterer Wirksamkeitsdaten (Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kern 9, 
Nr. 24 [I925]) ist v rsehentlich G1. f.  = 5 statt = 5.10 angegeben. Das altere Re- 
sultat stimmt mit dem hier fur dialysizte Praparate gefundeuen iiberein. 

6) Sorensen ,  Bio. 2. 7, 43 [1g07]. 
7) siehe hierzu W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  H. 132, 181 [1924], und zwar 195. 
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Bei der zeitlichen Vexfolpg der Glycyl@yeW3paltung entnehmen wir die Proben 

(5 ccm) aus den in dem Themostaten (37.00 f 0.050) eingesenkten Reaktionsmisc4ungen 
und tragen sie sofort in 5 ccm der Formolmischung ein. Dann wird mit 0.2-n. kohlen- 
sgure-freier Natronlauge bis zur Erreichung derselben Blaufiirbung wie bei der unmittel- 
bar vorher angesetzten Kontroll-Losung titriert. 

Die pH-Bestimmungen fiihren wir unter Anwendung der Gaskettenmethode und 
bei Zhrnertemperatur aus. 

Wegen des reaktionshemmenden Einflusses von Phosphaten und wegen der Schwierig- 
keit, die pufferhaltigen Lhungen genau titrieren zu konnen, haben wir bei den im Fol- 
genden beschriebenen Versuchen keinen Puffer zu den Reaktionsmischungen zugesetzt. 
Durch Zusatz von Natronlauge wurde allerdings die gewiinschte Aciditat beim Anfang 
der Reaktion eingestellt. Da die Messungen nur die Anfangsgeschwindigkeiten betreffen, 
hat die mit dem Fortschritt der Reaktion eintretende Aciditiitsanderung nm einen 
geringen EinfluD auf die Venvertbarkeit der Versuchsergebnisse. In den Versuchen 
zur Bestimmung der Aktivitiits-p -Kurve wurde die Aciditat am Anfang und am Ende 
eines einzehen Versuchs bestimmt und der Mittelwert dieser beiden Bestimmungen, 
als pH-Wert angegeben. 

V er s uc he m it v a r i i ere n d en En z y m - M en g en. 
Mit einer Liisung aus dem alkohol-gefiillten Praparat wurde eine Ver- 

suchsreihe mit variierenden Enzym-Mengen ausgefiihrt. Die Kqnzentration 
des Glycyl-glycins betrug bei jedem Versuch 0.05-42. Das Trockengewicqt 
der Enzym-Losung war 3.76mg pro ccm. 

Tabelle I. 

Spaltung des Glycyl-glycins mit Erepsin aus Schweinedarm. 0.05-n. Glycyl-glycin, 
Variierende Enzym-Mengen. 

Enzym-Menge 
in 25 ccm 

Totalvolumen 

0.5 ccm - 
1.0 cml 
- 
- 

2.0 c a n  
- 

5.0 ccrn 
- 

Ccm 
nl,-NaOH 

Minuten Diff. 

210 
0) 

125 
210 

380 
125 
180 
35 
50 

0.16 
1.27 

0.32 
0.41 
0.37 
0.44 
0.26 
0.36 

0.20 

k x 1 0 4  

2.8 

5.9 
6.0 
4.5 

10.3 
28.4 
29.0 

12.0 

5.5 

11.2 

28.7 

k x 104 

:cm Enzym-I&ung 

5.6 

5.5 

5.6 

5.7 

Die Zahlen der letzten Spalte der Tabelle zeigen, da13 Proportionalitat 
zwischen Enzym-Menge und Reaktionskoeffizient erster Ordnung vorhanden 
ist. G1. f I33t sich aus diesen Zahlen zu 5.6x10-~/3.76x10-~ = 0.15 be- 
rechnen, also noch etwas grol3er als der vorher angegebene Wert 0.12. 

A k t ivi t a t s - p ~  - K u r ve d e r G1 y c y Igl y c i n-S p a1 t u n g. 
Die ersten orientierenden Versuche uber die pa-Abhangigkeit der Erepsin- 

WirkungY) hatten ergeben, da13 das pa-Optimum der Spaltung des Glycyl- 
glycins durch Erepsin aus Schweinedarm bei PH etwas >8 liegt. Die spateren 

Euler,  a. a. 0; siehe auch Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 24 [1g25]. 



Versuche von Dern bya), welche unter Anwendung der Formoltitrations- 
methode und unter Messung der Aciditat mit strfimendem Wasserstoff und 
Platin-Elektroden direkt im Reaktionsgemisch ausgefiihrt wurden, gebea 
den Wert PH = 7.9-8.0 fur das Optimum. 

Unsere neuen Versuche zur Bestimmung der Aktivit&ts-pa-Kurve sind 
mit Reaktionsmischungen von folgender Zusammensetzung ausgefiihxt : 

5 can 0.25-n. Glycylglpcin-Wsung 
2 ccm Enzym-Losung (3). TrockeageWicht 8.2 mg. 
a ccm 0.2-n. NaOH 

I L a  ccm destilliertes Wasser 
25 ccm Totalvolumen. 

Die in der Tabelle angegebenen p,-Werte sind Mittelwerte der Mesungen 
a m  Anfang und am Ende der einzelnen Versuche. 

Tabelle 2. 

-4kti~itiits-p~ -Kurve der G4pylglyCinSpaltung. Zu jedem Versuch z ccm Eneym-I,8sung 
Nr. 3. 0.05-n. Glycpl-glycin. 

7.6 

7.8 

8.0 
8.0 

8.2 

8.3 

8.55 

9.07 

Mill. 

85 

85 

85 

85 

85 

85 

85 

I20 
W 

I20 

I20 

120 

I20 

I 2 0  

I20 

180 

:cm n/,-NaOH Diff. 

0.30 
0.37 
1.27 
0.31 
0.42 
0.45 
0.34 
0.43 
0.34 
0.39 
0.27 
0.36 

0.23 
0.03 
0.07 

0.21 

k x 104 

~~ 

13.8 I 
12.5 '3** 
- 

14.3 
14.5 
15.8 
16.0 

16.0 
13.3 
12.2 

15.0 1 15'5 

12.1 112.2 

7.2 - 
(1.4) 

Relative 
Reaktions- 

geschwindigkdt 

85 

92 

I00 

95 

79 

53 

(9) 
(9: 

Das pe-Optimum der Spaltung des Glycyl-glycins durch Darm-Erepsin 
taus Schweinedarm) liegt also nach diesen Versuchen bei PH = 8.0 in 
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Dernby. In der Figur I 
ist die Aktivitats-pH-Kurve graphisch wiedergegeben. 

In dieses Optimum geht, wie friiher schon von dem einen von uns betont 
wurde, die Salzbildung des Substrates und wohl auch die Salzbildung der 
Reaktionsprodukte ein; wir werden auf diesen Umstand bald ausfiihrlicher 
zuriickkommen. 

Die A k t i vi t a t s - [S] - K u r ve d er G1 y c y 1 g 1 y c i n -S p a 1 t u n  g. 
Der Einflul3 der Substrat-Konzentration auf die Geschwindigkeit einer 

enzymatischen Reaktion wird, unter im ubrigen konstanten Reaktions- 

O) Dernby, a. a. 0. 



bedingungen, von der Affinitat zwischen Efizym und Substrat bestimmt. 
Die Form der Kurve, welche die Beziehung zwischen Reaktionsgeschwindig- 
keit und Substrat-Konzentration wiedergibt, ist im allgemeinen die eifier 
Dissoziationskurve. Aus dem Verlauf dieser Kurve lassen sich SchluBfolge- 
zungen uber die G r o k  der Affinitat zwischen Enzym und Substrat ziehen. 
Die Berechnung der Affinitatskonstante der Enzym-Substrat-Verbindung 

[Enzym-Substrat] 
[Enzym] x [Substrz] 

fur verschiedene Enzyme hat nun das Ergebnis geliefert, daB diese Konstante 
im allgemeinen von der GroBenordnung I -100 ist. Wir haben einige Ver- 
suche gemacht, um diese Konstante der Erepsin-Glycylglycin-Verbindung 
wenigstens der GroBenordnung nach zu schatzen. 

KM = 

Fig. I. 

Fig. I?. 

Fn 
Aktivitats-pH -Kurve der Glycyt- 
glycinSpaltung. Darm-Erepsin 

aus Schweine-Darm. 
0.05-n. Glycyl-glycin. 

Die Versuche beziehen sich teils auf ein dialysiertes Praparat, teils auf 
das stark aktive alkohol-gefallte Praparat. Wir fiihren die Versuche mit der 
dialysierten Losung zuerst an. 

T a b e l l e  3. 
Spaltung des Glycyl-glycins bei verschiedenen Substrat-Konzentrationen. Zu jederii 

Versuch 5 ccm dialysierter Darm-Extrakt. 

Zunahme d. Alkaliverbrauchs nach 

Wegen der sehr schwachen Wirksamkeit der angewandten Enzym-Losung und wegen 
der dadurch bedingten langen Versuchszeiten l a D t  sich diese Versuchsreihe nur in sehr 
beschranktem MrrBe veriverten : Die Zunalime der Reaktionsgeschwindigkeit bei Er- 



hohung der Substrat-Konzentration erfolgt, ziemlich langsapl, was auf eine ziemlich 
geringe Affinitat zwischen Enzym und Substrat deutet. 

Die Versuchsreihe mit dem alkohol-gefallten Praparat ist in dqr Tabelle 4 
zusammengestellt. Bei jeder Substrat-Konzentration wurden drei Bestim- 
mungen des' Reaktionskoeffizienten erster Ordnung ausgefiihrt. Der auf die 
Zeit o extrapolierte Reaktionskoeffizient, mit der entsprechenden Substrat- 
Konzentration multipliziert (dx/dt bei der Zeit o = kxa) ,  ist ein Ma13 fur 

Tabelle 4. 
Aktivitats-[S]-Kurve der GlycylglycinSpaltung. p = 8.0. Zu jedem Versuch 2 ccm 

Liisung Nr. 3. Volumen des Reaktionsgemisches = 25 ccm. 

Konzentration 
des Glycyl- 
glYchs [SI 

0.025-n .  

0.050-97. 

O.Io-?t .  

0.20-71. 

0.30-1'. 

MiXl. 

0 

60 

I80 
I20 

00 

0 

60 

I80 
53 

I20 

0 

60 

I80 
I20  

00 

0 
60 

'I 2 0  

I80 
Qo 

0 

60 

I80 
I20 

- 
0.07 

0.16 
0:61 

0.12 

- 
0.14 
0.23 
0.30 
1.27 
- 

0.17 
0.30 
0.41 
2.48 
- 

0.23 
0.44 
0.63 
5.00  
- 

0.26 
0.47 
0.66 
7.49 

k x 104 [S] 

0.24 

0.47 

0. j6 

0.70 

0.81 

die Geschwindigkeit der Reaktion. Die in der vorletzten Spalte der Tabelle 
angefiihrten Zahlen zeigen nun, daI3 die Reaktionskoeffizienten schon bei 
Konzentrationen uber etwa 0.05-n. Glycyl-glycin abnehmen, so daG das 
Produkt Rea k t  ions koe f f izien t ma1 Subs t r a t - Konzen t r a t ion nicht 
mehr proportional der Substrat-Konzentration anwachst, sondern langsamer. 
Die Aktivitats-[S]-Kurve; welche sich aus diesen Zahlen lconstruierep lat. 
hat deshalb angeniihert die Form einer Dissoziationskurve (s. Fig. 2). Sucht 
man aus den Zahlen die Affinitatskonstante der Enzym-Substrat-Verbindung 
zu berechnen, so findet man den angenaherten Wert KM = 15. 



Wegen der sauren und basischen Eigenschaftea des Substrates ist zu 
erwarten, daB .die Salzbildung am Substrat  fur die Affinitat zwischen 
Enzym und Substrat eine grof3e Rolle spielt. Die Aktivitats-[S]-Kurve diirfte 
sich deshalb mit der Aciditat andern, wie auch umgekehrt die pH-Kurve sich 
mit der Substrat-Konzentration andern kann lo). 

Der vorlaufig angegebene Wert fur KM entspricht der Michaelisschen 
Konstantell) fur die Gesamt-Affinitat zwischen Enzym und Substrat. Nach 
it nseren neueren Anschauungen uber die Bindung eines hydrolysierbaren 
Substrates an die beiden Komponenten bleibt awh noch zu ermitteln, wie 
sich die Gesamt-Affinitat auf die beiden Aminosaure-Reste verteilt la). 

Bestimmung der enzymatischen Akt iv i ta t  von 
Erepsin-Praparaten.  

Die in der Tabelle 4 angefiihrte Versuchsreihe zeigt a d e r  der Abhkingig- 
keit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Konzentration des Glycyl-glycins, 
d& der nach der Formel fur monomolekulare Reaktionen berechnete Reak- 
tionskoeffizient mit Fortschritt der Reaktion abnimmt. Dies hat seinen 
Grund teils in der Aciditatsverschiebung, teils in der Unbestandigkeit des 
Enzyms. Zu einer Charakterisierung der Aktivitat von Erepsin-Praparaten 
aus Darm -diirfte allerdings die monomolekulare Reaktionskonstante an- 
wendbar sein. Wird die Aciditat des Reaktionsmediums bei Anfang der 
Reaktion auf prI = 7.9-8.0 durch Zusatz von Natronlauge eingestellt, dann 
sind die erwiihnten Reaktionskoeffizienten innerhalb der ersten Drittel der 
Reaktion genugend konstant. Da die Reaktionskoeffizienten. in Losungen, 
enthaltend bis zu 0.05-n. Glycyl-glycin, von der Substrat-Konzentration 
ziemlich unabhangig sind, lat sich also die Aktivitat eines Erepsin-Praparates 
einfach durch die Formel 

k 
g Enzym-Praparat GlycylglycinSpaltungsfiihigkeit (Gl. f)  = 

ausdriicken. Die Proportionalitat dieses Ausdrucks mit der Emynx-Menge 
geht aus den Zahlen der Tabelle I hervor. 

Wir fuhren die Aktivitatsbestimmung in folgender Weise aus: Zu der 
Versuchsmischung, enthaltend in 25 ccm Totalvolumen (nach Zugabe des 
Enzyms) 0.05-n. Glycyl-glycin + Natronlauge (pH = 7.9-8.0), wird nach 
dem Erwarmen der Msung auf 37O durch Einsenken in einen Thermostaten 
die Enzym-Losung zugegeben, die erste Probe (5  ccm) sofort aus der Lijsung 
entnommen, in 5 ccm Formolmischung eingetragen und mit 0.2-n. Natron- 
lauge titriert. Die nach verschiedenen Zeiten entnommenen spateren Proben 
werden dann in gleicher Weise behandelt und titriert. Die angewandte 
Reaktionsmischung reicht zu drei Bestimmungen (aul3er der Nullprobe) des 
Reaktionskoeffizienten. Die iibrigbleibenden 5 ccm sind zur Messung der 
Aciditat bestimmk 

10) vergl. Euler, Josephson und Myrbiick. H. 184, 39 [I9241; K. Josephson, 

11) Michaelis und Nenten, Bio. 2. 49, 333 [Igq]. 
1%) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f .  Remi 0, Nr. 13 [I924]; H. 148, 79 [Ig25]; 

H. 147, I [rgq], und zwar 81 f f .  

K. Josephson, H.147, I [Igq]. 
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Wir haben es bis auf weiteres vorgezogeu, die Aktivitatsbestimmungen 
ohne Puffer und ohne Zusatz von Aktivatoren (Ca.') auszufiibren, da der 
hemmende Einfld des ersteren und die Aktivierungserscheinungen an der 
narm-Peptidase noch nicht geniigend durchforscht sind 18). 

37. Rudolf Lesser und Georg Gad:. 
ffber die Aoetylierung aromatisoher Oxy-carbonsBuren. 

(Eingegangen am 6. Januar 1926.) 
Aromatische Oxy-carbonsauren wurden bisher wohl meistens durch 

Erhitzen mit Essigsaure-anhydrid mit oder ohne Zusatz eines Kondensatiom- 
mittels oder Katalysators acetyliert. Nachdem wir kurzlich beobachteten, 
d& sich die 2-Oxy-4-naphthoesaure sehr bequem durch Behandeln mit  
E s s i g s au r e - a n  h y d I i d in w a 13 rig - a lk ali  s c he r I, o s u ng in die 0-Acetyl- 
verbindungl) uberfiihren l u t ,  haben wir dies Verfahren auf andere Oxy- 
carbonsauren angewendet und gefunden, d& es allgemeine Geltung besitzt. 
@enommen die Falle, in denen die Hydroxylgruppe der Carboxylgruppe 
benachbart ist. Hydroxylgruppen in oStellung zu letzterer werden im Gegen- 
satz zu der ublichen Methode ausnahmslos auf diese Weise nicht acetyliert, 
und man hat daher ein sehr bequemes Mittel an der Hand, bei Gegenwart 
mehrerer Hydroxylgruppen eine in o-Stellung befindliche nachzuweisen 
und andererseits partid acetylierte Derivate zu gewinnen. Nicht acetyliert 
werden also die Salicylsaure,  I-Oxy-2-naphthoesaure und 2-Oxy- 
3 -nap h t h o e s au r e , warend aus der p - Re s o r c y 1s a u r e (C0,H : OH : OH 
= 1:2:4) ausschliefllich die bisher unbekannte 4-Acetoxy-2-oxy-benzoe- 
siiure und aus der Hydrochinon-carbonsaure die ebenfalls unbekannte 
5 -Ace t ox y - 2 -ox y - b enz oesiiu r e entsteht. Die P hlo r oglucin-carbon- 
saure  liefert ganz eritsprechend die ~-Acetoxy-2.6-dioxy-benzoesaure, 
und die na- wie die p-Oxy-benzoesaure glatt die betreffende acetylierte 
Saure. Ebenso leicht geht die Gallussaure und die Protocatechusaure 
in die Triacet- bzw. Diacet\ierbindung uber. Bei partieller Acetylierung 
wird zunachst die in mStellung zur Carboxylgruppe befindliche Hydroxyl- 
gruppe acetyliert, und dementsprechend bildet die Gallussaure die 3.5-Diacet- 
und die 3-Monoacet-gallussaure, die Protocatechusaure hochst wahr- 
scheinlich die 3 -Ace t - p r o t  o c a t ec hus au r e. Durch die Acetylierung 
wird die Eisencblorid-Reaktion der Sauren meistens in charakteristischer 
Weise verhdert, und bei mehrfach hydroxylierten Sauren tritt, falls eine 
Hydroxylgruppe sich in 0-Stellung zur Carboxylgruppe befindet, die bekannte 
violette Salicylsaure-Reaktion a d .  Die Ausbeuten sind zum Teil 
quantitativ, wahrend nur ein geringer WberschuB von Essigsaure-anhydrid 
iiber die berechnete Menge erforderlich ist, so d& die Methode auch prapa- 
rativ der bisherigen uberlegen ist. 

Berchreibung der Versache. 
Zur Darstellung der 4-Acetoxy-r-benzoes2iure tropft man zu einer 

ca. 400 warmen Losung von 5.6 g p-Oxy-benzoesaure in 80 ccm n-Natron- 
lauge unter Riihren 5 g Essigsiiure-anhydrid, riihrt unter &&licher Eis- 

18) vergl. hierzu auch die Eigebnisse von Willstltter und GraBmann. H. 188. 
184 P9241. 

B. 68, 2553 [19251. 
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