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86. Hans v. Huler und Karl Josephson:
Bnzymatische Spaltung von Dipeptiden (I.).
[Aus d. Biochem. Laborat. d. Universitit Stockholm.]
(Eingegangen am 23. Dezember 1925.)

Nachdem die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes bei der theo-
retischen Behandlung der Enzym-Reaktionen im Falle von Zucker hydroly-
sierenden Enzymen zur Entwicklung der enzymatischen Kinetik in allen
wesentlichen Punkten sich als unentbehrlich erwiesen hat, so ist zu erwarten,
daB 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 Dipeptiden
von diesem Standpunkt aus aufs neue zu studieren begonnen, und zwar be-
sonders aus Griinden, welche der eine von uns schon vor lingerer Zeit hervor-
gehoben hat1): In den Dipeptiden besitzen wir ein Material, welches hinsicht-
lich Konstitution, elektrochemischen FEigenschaften usw. genau definiert
ist. Dasselbe gilt auch, was von Bedeutung ist, beziiglich der Endprodukte
der enzymatischen Dipeptid-Spaltung, der Aminosduren.

Die Spaltung des Glycyl-glycins durch Darm- oder Hefen-Erepsin
wurde schon frither untersucht. Dabei wurde besonders die Kinetik der
Spaltung und die Abhéngigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Aciditit
des Reaktionsmediums untersucht. Als py-Optimum der Wirkung des Darm-
Erepsins hatte sich nach den Versuchen Dernbys?) pg = rund 8.0 und fiir
die Wirkung des Hefen-Erepsins pyg = 7.8 ergeben, wobei Glycyl-glycin als
Substrat verwendet wurde. Nach den Versuchen von Abderhalden und
Fodor?) soll dag pg-Optimum von der Natur des Substrates abhidngig sein.

Die Versuche, welche wir im Folgenden mitteilen, betreffen besonders
die Abhingigkeit der Wirkung des Darm-Erepsins von der Aciditit und
voh der Konzentration des Substrates (Glycyl-glycin). Im Anschlul hieran
und im Anschluf3 an unsere fritheren Vorschlige zur Bezeichnung der enzy-
madtischen Wirksamkeit von Enzym-Priparaten?) haben wir einen Ausdruck
zur Charakterisierung der Aktivitit von “Erepsin-Priparaten auifgestelit,
ndmlich- die Glyeylglycin-Spaltungsfiahigkeit

k
g Enzym—Préip;rZ{'
In dieser Formel bedeutet k den nach der Formel fiir monomolekulare Reak-
tionen berechneten Reaktionskoeffizienten k = 1/t.log (afa—x). Die Messung
von k wird bei 37° bei der optimalen Aciditdt (pg bei Beginn der Messung

= 7.0—8.0) und bei 0.05-normaler Konzentration des Glycyl-glycins aus-
gefithrt. Das Totalvolumen der Reaktionsmischung betrigt 25 ccm.

Gl.f =

1) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 2, Nr. 31 und 39 [1907]; H. 31, 213 [1907].

?) Dernby, Bio. Z. 81, 107 [1917], und zwar S. 181.

3) Abderhalden und Fodor, Fermentforschung 1, 533 [1916].

%) Fuler und Josephson, B.56,.1719 [1923]); Josephson, H. 147, 1 [19257,
und zwar S. 26.



[1926] Enzymatische Spaltung von Dipeptiden (I.). 227

Beschreibung der Versuche,
Das Enzym-Material

Als Ausgangsmaterial zur Darstellung unserer Enzym-Priparate haben
wir die nach dem Waschen des Darms mechanisch abgeschabte Schleimhaut
des Diinndarms vom Schwein benutzt. Aus der Schleimhaut wurde
durch Extraktion mit Glycerin (Schiitteln auf der Schiittelmaschine) wihrend
zwei Tagen und nachherige Filtration durch Faltenfilter ein klarer, hellgelb
gefdrbter Extrakt erhalten. 1ccm dieses Extraktes bewirkte in go Min.
2I-proz. Spaltung von 25 cem o.1-z. Glycylglycin-Losung.

Wir haben zuerst versucht, eine erste Reinigung des Glycerin-Extraktes
durch Dialyse zu erzielen. Dabei traten aber sehr starke Verluste an Aktivitit
ein. So bewirkten 5 ccm eines dialysierten Darm-Extraktes (Trockengewicht
= 11.2 mg) innerhalb 24 Stdn. in 25 ccm 0.1-n. Glycylglycin-Losung eine
Spaltung von nur 11%. In 0.05-n. Losung betrug der Spaltungsgrad in
24 Stdn. rund 15%,, k also = 0.49x 10-%. Gl. f wird hieraus zu 0.0044 be-
rechnet).

Um wirksamere Priparate zu erhalten, haben wir zur Zeit auf die Dialyse
verzichtet und haben die Reinigung durch Alkohol-Fillung ausgefiihrt.
Durch die Alkohol-Fillung werden die Priparate von Glycerin befreit, und
durch Wegschaffung von Verunreinigungen wird der Reinheitsgrad erhéht.
Die Inaktivierung scheint nur ganz unbedeutend zu sein.

Beispiel der Reinigung durch Alkohol-Fillung: Von dem oben erwihnten
Darm-Extrakt wurden 85 ccmm unter Kiithlen und bei kriftigem Riihren in 250 ccm
absol. Alkohol eingetragen. Die gebildete Fillung wurde durch Zentrifugieren von-der
alkohol. Fliissigkeit getrennt. Nach Waschen mit absol. Alkohol und Ather wurde
das Priparat in einem Vakuum-Exsiccator von den letzten Ather-Resten befreit. Es
wurden rund 0.8 g Trockenpriparat aus den 85 ccm Darm-Extrakt erhalten. Zur Ak-
tivititsbestimmung wurde o.1r g mit 1o ccm destilliertem Wasser geschiittelt und 2 ccm
der filtrierten Lostung auf Aktivitit gepriift. Unter den Bedingungen bei der Bestimmung
der Glycylglycin-Spaltungsfihigkeit ergab die o.02 g des Trockenpriparates ent-
ssprechende Menge der Losung k = 0.0009. Hieraus wird Gl.f des Trockenpriparates
berechnet zu 0.0009/9.0z = 0.045. Da aber das Trockengewicht der Enzym-LJsung
nur 7.28 mg in 2 ccm betrug (wegen des Gehaltes des Trockenpriparates an nicht inLdsung
gegangenen EiweiBstoffen), wird Gl.f fiir die Losung zu 0.0009/0.00728 = o0.12 berechnet.
Die so erhaltene Lisung (3) war also rund 27-mal so aktiv wie die dialysierte Lisung 2.

Bemerkungen zur‘Versuchsmethodik.

Von den verschiedenen in der Literatur beschriebenen Methoden zur Verfolgung
der Peptid-Spaltung haben wir, wie frither, uns der Formoltitrationsmethode nach
S6rensen®) bedient. Diese Methode, welche bei Abwesenheit von' Pufferzusitzen 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
Willstitter und Waldschmidt-Leitz’) ausgefiihrten Analysen nicht nachstehen,
scheint uns im vorliegenden Falle die zweckmiBigste und einfachste zu sein.

Analysen von Glycyl-glycin und Glykokoll: 2ccm o.5-n. Glycylglycin-
L6sung verbrauchten 4.98 ccm o.2-n. NaOH. Gef. 99.69%, d. Th. — 2 cem o.5-n. Gly-
kokoll-Losung verbrauchten 4.91 cem o0.2-n. NaOH.  Gef. 98.29%, d. Th. —. 5 ccm
0.05-n. Glyeyl-glycin vetrbrauchten 1.27 ccm o0.2-n. NaOH.  Gef. 101.69, der Th.

5) In einer Berechnung Zlterer Wirksamkeitsdaten (Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kem 9,
Nr. 24 f1925]) ist v -rsehentlich Gl f. = 5 statt = 5.10 3 angegeben. Das iltere Re-
sultat stimmt mit dem hier fiir dialysi:rte Priparate gefundenen iiberein.

6) Sorensen, Bio. Z. 7, 43 [1907].

7) siehe hierzu Waldsechmidt-Leitz, H. 132, 181 [1924], und zwar 195.
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Bei der zeitlichen Verfolgung der Glycylglycin-Spaltung entnehmen wir die Proben
(5 ccm) aus den in dem Theérmostaten (37.00 - 0.05%) eingesenkten Reaktionsmischungen
und tragen sie sofort in 5 ccm der Formolmischung ein. Dann wird mit o0.2-n. kohlen-
siure-freier Natronlauge bis zur Erreichung derselben Blaufdrbung wie bei der unmittel-
bar vorher angesetzten Kontroll-Losung titriert.

Die py-Bestimmungen filhren wir unter Anwendung der Gaskettenmethode und
bei Zimmertemperatur aus.

Wegen des reaktionshemmenden Einflusses von Phosphaten und wegen der Schwierig-
keit, die pufferhaltigen Losungen genau titrieren zu kdnnen, haben wir bei den im Fol-
genden beschriebenen Versuchen keinen Puffer zu den Reaktionsmischungen zugesetzt.
Durch Zusatz von Natronlauge wurde allerdings die gewiinschte Aciditit beim Anfang
der Reaktion eingestellt. Da die Messungen nur die Anfangsgeschwindigkeiten betreffen,
hat die mit dem Fortschritt der Reaktion eintretende Aciditdtsinderung nur ejnen
geringen Einflul auf die Verwertbarkeit der Versuchsergebnisse. In den Versuchen
zut Bestimmung der Aktivitits-p,-Kurve wurde die Aciditit am Anfang und am Ende
eines einzelnen Versuchs bestimmt und der Mittelwert dieser beiden Bestimmungen
als py-Wert angegeben.

Versuche mit variierenden Enzym-Mengen.

Mit einer Losung aus dem alkohol-gefillten Priparat wurde eine Ver-
suchsreihe mit varilerenden Enzym-Mengen ausgefiibrt. Die Konzentration
des Glycyl-glycins betrug bei jedem Versuch 0.05-n, Das Trockengewmqt
der Enzym-I.6sung war 3.76 mg pro ccm.

Tabelle 1.
Spaltung des Glycyl-glycins mit Erepsin aus Schweinedarm. o0.05-n. Glycyl-glycin.
Variierende Enzym-Mengen.

Enzym-Menge Zeit ccm k X 108
in 25 ccm in n/y-NaOH k X 10* -
Totalvolumen Minuten Diff. cem Enzym-Losung
0.5 ccm 210 0.16 2.8 5.6
— @ I.27 —
1.0 ccm 125 0.20 5.9
— 210 0.32 6.0; 5.5 5.5
— 380 0.41 4.5
2.0 ccm 125 0.37 12,0 ) I1.2 5.6
_ 180 0.44 10.3 2
5.0 ccm 35 0.26 28.4 | 28.7 5.7
_— 50 0.36 29.0

Die Zahlen der letzten Spalte der Tabelle zeigen, da8 Proportionalitit
zwischen Enzym-Menge und Reaktionskoeffizient erster Ordnung vorhanden
ist. Gl f 14Bt sich aus diesen Zahlen zu 5.6 X10-%/3.76 X 10-% = 0.15 be-
rechnen, also noch etwas gréer als der vorher angegebene Wert o.12.

Aktivitdts-py-Kurve der Glyeylglycin-Spaltung.
Die ersten orientierenden Versuche iiber die py-Abhingigkeit der Erepsin-
Wirkung®) hatten ergeben, daB das pg-Optimum der Spaltung des Glycyl-
glycins durch Erepsin aus Schweinedarm bei py etwas >8 liegt. Die spéteren

®) Euler, a. a. O; siehe auch Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 24 [1925].
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Versuche von Dernby’), welche unter Anwendung der Formoltitrations-
methode und unter Messung der Aciditit mit strbmendem Wasserstoff und
Platin-Elektroden direkt im Reaktionsgemisch ausgefithrt wurden, geben
den Wert py = 7.9—8.0 fiir das Optimum.
Unsere neuen Versuche zur Bestimmung der Aktivitits-py-Kurve sind

mit Reaktionsmischungen von folgender Zusammensetzung ausgefiihrt:

5 ccm 0.25-n. Glycylglycin-Losung

2 ccm Enzym-Lésung (3). Trockengewicht 8.2 mg.

a ccm 0.2-n. NaOH

18—a ccm destilliertes Wasser
25 ccm Totalvolumen.

Die in der Tabelle angegebenen pg-Werte sind Mittelwerte der Messungen
am Anfang und am Ende der einzelnen Versuche.

Tabelle 2.

Aktivitits-pp -Kurve der Glycylglycin-Spaltung. Zu jedem Versuch 2cem Enzym-Lisung
Nr. 3. 0.05-n. Glycyl-glycin.

Relative
PH Min. cem nf,-NaOH Diff. k X 10t Reaktions-
geschwindigkeit.

7.6 85 0.30 13.8

120 0.37 12,5 ¢ 132 85

o 1.27 —
7.8 85 0.31 14.3

120 0.42 14.5 144 9z
8.0 120 0.45 15.8
8.0 85 0.34 16.0 2

120 0.43 15.0 15-5 100
8.2 85 0.34 16.0 2

120 0.39 13.3 14.7 95
8.3 85 0.27 12.2 z

120 0.36 rz.1 § 132 7%
8.55 85 0.21 9.2

120 0.23 7.2% 8.2 53
9.07 85 0.03 — (9)

180 0.07 (1.4) (9}

Das py-Optimum der Spaltung des Glycyl-glycins durch Darm-Erepsin
{aus Schweinedarm) liegt also nach diesen Versuchen bei py = 8.0 in
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Dernby. In der Figur 1
ist die Aktivitdts-py-Kurve graphisch wiedergegeben.

In dieses Optimum geht, wie frither 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 Aktivitdts-[S]-Kurve der Glycylglycin-Spaltung.
Der Einflull der Substrat-Konzentration auf die Geschwindigkeit einer
enzymatischen Reaktion wird, unter im {ibrigen konstanten Reaktions-

?) Dernby, a. a. O.
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bedingungen, von der Affinitdt zwischen Enzym und Substrat bestimmt.
Die Form der Kurve, welche die Beziehung zwischen Reaktionsgeschwindig-
keit und Substrat-Konzentrdation wiedergibt, ist im allgemeinen die einer
Dissoziationskurve. Aus dem Verlauf dieser Kurve lassen sich Schluf3folge-
sungen iiber die GroBe der Affinitdt zwischen Enzym und Substrat ziehen.
Die Berechnung der Affinititskonstante der Enzym-Substrat-Verbindung

K [Enzym-Substrat]
M = TEnzym] x [Substrat]

fiir verschiedene Enzyme hat nun das Ergebnis geliefert, dall diese Konstante
im allgemeinen von der Grofenordnung 1—1x00 ist. Wir haben einige Ver-
suche gemacht, um diese Konstante der Erepsin-Glycylglycin-Verbindung
wenigstens der Gri8enordnung nach zu schitzen.

Fig. 1.
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Fig. 2.
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Aktivitits-pyg -Kurve der Glycyl- Aktivitdts-[S]-Kurve der Glycylglycin-Spaltung.
glycin-Spaltung. Darm-Erepsin py = 8.0.

aus Schweine-Darm.
0.05-n. Glycyl-glycin.
Die Versuche beziehen sich teils auf ein dialysiertes Priparat, teils auf
das stark aktive alkohol-gefdllte Priparat. Wir fithren die Versuche mit der
dialysierten Losung zuerst an.

Tabelle 3.

Spaltung des Glycyl-glycins bei verschiedenen Substrat-Konzentrationen. Zu jedem
Versuch 5 ccm dialysierter Darm-Extrakt.

Konzentration des Glycyl-glycins | o.020-n. | 0.040-n. | 0.056-n. | o.10-n. 0.16-n.

Zunahme d. Alkaliverbrauchs nach
24 Stdn: (ccm. nf/-NaOH). . . 0.11 0.17 o020 | o0.28 0.41

Wegen der sehr schwachen Wirksamkeit der angewandten Enzym-Losung und wegen
der dadurch bedingten langen Versuchszeiten 148t sich diese Versuchsreihe nur in sehr
beschrinktem Mafle verwerten: Die Zunalime der Reaktionsgeschwindigkeit bei Er-
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héhung der Substrat-Konzentration erfolgt. ziemlich langsam, was auf eine ziemlich
geringe Affinitdt zwischen Enzym und Substrat deutet.

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

Tabelle 4.

Aktivitits-[S]-Kurve der Glycylglycin-Spaltung. p = 8.0. Zu jedem Versuch 2 ccm
Losung Nr. 3. Volumen des Reaktionsgemisches =25 cem.

Konzentration
des Glycyl- Min. cem 1 ?.FaOH k X 1ot k X 10t [8]
glycins [S] Diff.
0.025-n. o — (9-6) 0.24
60 0.07 8.8
120 o.12 7.9
180 0.16 7.3
@® 0:61 —
0.050-1. o e 9.5) 0.47
60 0.14 8.5
120 0.23 7.2
180 0.30 6.5
» 1.27 —
0.10-1. o — 5.6) 0.56
60 0.17 5.2
120 0.30 4.7
180 0.41 4.4
@® 2.48 —
0.20-71. o — 3.5) 0.70
60 0.23 3.4
‘120 0.44 3.3
180 0.63 3.2
® 5.00 —
0.30-1. o —— 2.9 0.81
60 0.26 2.
120 0.47 2,3
180 0.66 2.2
749

die Geschwindigkeit der Reaktion. Die in der vorletzten Spalte der Tabelle
angefiihrten Zahlen zeigen nun, da die Reaktionskoeffizienten schon bei
Konzentrationen iiber etwa o0.05-n. Glycyl-glycin abnehmen, so dafl das
Produkt Reaktionskoeffizient mal Substrat-Konzentration nicht
mehr proportional der Substrat-Konzentration anwichst, sondern langsamer.
Die Aktivitits-[S]-Kurve, welche sich aus diesen Zahlen konstruieren 14Gt,
hat deshalb angenihert die Form einer Dissoziationskurve (s. Fig. 2). Sucht
man aus den'Zahlen die Affinitdtskonstante der Enzym-Substrat-Verbindung
zu berechnen, so findet man den angenidherten Wert Ky = 15.
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Wegen der sauren und basischen FEigenschaften des Substrates ist zu
erwarten, daB.die Salzbildung am Substrat fiir die Affinitdt zwischen
Enzym und Substrat eine groBe Rolle spielt. Die Aktivitéits-[S]-Kurve diirfte
sich deshalb mit der Aciditit dndern, wie auch umgekehrt die py-Kurve sich
mit der Substrat-Konzentration &dndern kann29).

Der vorldufig angegebene Wert fiir Ky entspricht der Michaelisschen
Konstante!!) fiir die Gesamt-Affinitit zwischen Enzym und Substrat. Nach
unseren neueren Anschauungen iiber die Bindung eines hydrolysierbaren
Substrates an die beiden Komponenten bleibt auch noch zu ermitteln, wie
sich die Gesamt-Affinitit auf die beiden Aminosiure-Reste verteilt1®).

Bestimmung der enzymatischen Aktivitidt von
Erepsin-Préiparaten.

Die in der Tabelle 4 angefithrte Versuchsreihe zeigt auBler der Abhiingig-
keit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Konzentration des Glycyl-glycins,
daB der nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen berechnete Reak-
tionskoeffizient mit Fortschritt der Reaktion abnimmt. Dies hat seinen
Grund teils in der Acidititsverschiebung, teils in der Unbestindigkeit des
Enzyms. Zu einer Charakterisierung der Aktivitit von Erepsin-Priparaten
aus Darm <diirfte allerdings die monomolekulare Reaktionskonstante an-
wendbar sein. Wird die Aciditit des Reaktionsmediums bei Anfang der
Reaktion auf p; = 7.9—8.0 durch Zusatz von Natronlauge eingestellt, dann
sind die erwihnten Reaktionskoeffizienten innerhalb der ersten Drittel der
Reaktion geniigend konstant. Da die Reaktionskoeffizienten in Ldsungen,
enthaltend bis zu o0.05-n. Glycyl-glycin, von der Substrat-Konzentration
ziemlich unabhingig sind, 148t sich also die Aktivitit eines Erepsin-Préiparates
einfach durch die Formel

k

Glycylglycin-Spaltungsfahigkeit (Gl. f) = gmt
ausdriicken. Die Proportionalitit dieses Ausdrucks mit der Enzym-Menge
geht aus den Zahlen der Tabelle 1 hervor.

Wir fithren die Aktivitdtsbestimmung in folgender Weise aus: Zu der
Versuchsmischung, enthaltend in 25 ccm Totalvolumen (nach Zugabe des
Enzyms) o.05-n. Glycyl-glycin 4 Natronlauge (py = 7.9—8.0), wird nach
dem Erwirmen der Losung auf 37° durch Einsenken in einen Thermostaten
die Enzym-Losung zugegeben, die erste Probe (5 ccm) sofort aus der Losung
entnommen, in 5 ccm Formolmischung eingetragen und mit o.z-n. Natron-
Jauge titriert. Die nach verschiedenen Zeiten entnommenen spiteren Proben
werden dann in gleicher Weise behandelt und titriert. Die angewandte
Reaktionsmischung reicht zu drei Bestimmungen (auler der Nullprobe) des
Reaktionskoeffizienten. Die iibrigbleibenden 5cem sind zur Messung der
Aciditidt bestimmt.

1) vergl. Euler, Josephson und Myrbick, H. 184, 30 [1924]; K. Josephson,
H. 147, 1 [1925], und zwar 81 ff.

1) Michaelis und Menten, Bio. Z. 49, 333 [1913].

1) Buler, Sv. Vet, Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 13 [1924); H. 148, 79 [1925];
K. Josephson, H. 147, 1 [1925).
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Wir haben es bis auf weiteres vorgezogen, die Aktivititsbestimmungen
ohne Puffer und ohne Zusatz von Aktivatoren (Ca’) auszufiihren, da der
hemmende Einfluf des ersteren und die Aktivierungserscheinungen an der
Darm-Peptidase noch nicht geniigend durchforscht sind!#),

87. Rudolf Liesser und Georg Gad:
Uber die Acetylierung aromatischer Oxy-carbonsiuren,
(Eingegangen am 6. Januar 1926.)

Aromatische Oxy-carbonsiuren wurden bisher wohl meistens durch
Erhitzen mit Essigsiure-anhydrid mit oder ohne Zusatz eines Kondensations-
mittels oder Katalysators acetyliert. Nachdem wir kiirzlich beobachteten,
daf} sich die 2-Oxy-4-naphthoesiure sehr bequemy durch Behandeln mit
Essigsiure-anhydrid in widBrig-alkalischer Losung in die O-Acetyl-
verbindung?) iiberfithren 1iBt, haben wir dies Verfahren auf andere Oxy-
carbonsiuren angewendet und gefunden, dafl es allgemeine Geltung besitzt,
afigenommen die Fille, in denen die Hydroxylgruppe der Carboxylgruppe
benachbart ist. Hydroxylgruppen in o-Stellung zu letzterer werden im Gegen-
satz zu der iiblichen 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 partiell acetylierte Derivate zu gewinnen. Nicht acetyliert
werden also die Salicylsiure, 1-Oxy-2-naphthoesiure und 2-Oxy-
3-naphthoesiure, wihrend aus der $-Resorcylsiure (CO,H:OH:0H
== 1:2:4) ausschliefilich die bisher unbekannte 4-Acetoxy-2-oxy-benzoe-
siure und aus der Hydrochinon-carbonsiure die ebenfalls unbekannte
5-Acetoxy-2-oxy-benzoesdure entsteht. Die Phloroglucin-carbon-
sdure liefert ganz entsprechend die 4-Acetoxy-2.6-dioxy-benzoesiure,
und die m- wie die p-Oxy-benzoesiure glatt die betreffende acetylierte
Siure. Ebenso leicht geht die Gallussiure und die Protocatechusiure
in die Triacet- bzw. Diacetverbindung iiber. Bei partieller Acetylierung
wird zunichst die in m-Stellung zur Carboxylgruppe befindliche Hydroxyl-
gruppe acetyliert, und dementsprechend bildet die Gallussdure die 3.5-Diacet-
und die 3-Monoacet-gallussdure, die Protocatechusiure héchst wahr-
scheinlich die 3-Acet-protocatechusdure. Durch die Acetylierung
wird die Eisenchlorid-Reaktion der Siuren meistens in charakteristischer
Weise verindert, und bei mehrfach hydroxylierten Siuren tritt, falls eine
Hydroxylgruppe sich in o-Stellung zur Carboxylgruppe befindet, die bekannte
violette Salicylsidure-Reaktion auf. Die Ausbeuten sind zum Teil
quantitativ, wihrend nur ein geringer UberschuB von Essigsiure-anhydrid
iber die berechnete Menge erforderlich ist, so dafl die Methode auch pripa-
rativ der bisherigen iiberlegen ist.

Beschreibung der Versuche.
Zur Darstellung der 4-Acetoxy-1-benzoesiure tropit man zu einer
ca. 40° warmen Losung von 5.6 g p-Oxy-benzoesiure in 8o ccm #-Natron-
lauge unter Riihren 5 g Essigsdure-anhydrid, rithrt unter schlieBlicher Eis-

13) vergl. hierzu auch die Ergebnisse von Willstdtter und Gramann, H. 138,
184 [1924]).
1) B. B8, 2553 [1925).
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LIX. 16



