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90. O t t o  G e r n g r o s s ,  Kar l  Voss und H a n s  H e r f e l d :  
aber eine hochempfindliche, streng tyrosin-spezifische Farbreaktion 
auf para-substituierte Phenole. Der Tyrosin-Gehalt verschiedener 

Proteiae, insbesondere von Kollagen und Gelatine. 
[-$us. t i .  Techn.-chem. Institut d. Techn. Hochschule Berlin, Abteil. Franklin-Str.2 
(Vorgetragen \-on 0.  Gerngross  in der Sitzung am 9. Januar 1933; eingegangen am 

13. Februar 1933.) 

Wenn man die Haut der Hande oder andere Proteine mit dem be- 
kannten KO b a1 t - Reagens, einer I-proz. 1.2 -Ni t ro  s o -n a p  h t  h 01 -1,osung 
in Essigsaure und alsdann mit starker Sa lpe tersaure  versetzt, so entsteht 
eine lebhafte rote Verfarbungl). Die nahere Untersuchung ergab, daS die 
Ursache der Reaktion das T y r o  si n (p-Oxyphenyl-alanin) ist. 

Die Durchfiihrung der Keaktion gestaltet sich zweckmaSig folgender- 
maUen : I ccm 0.1-proz. Tyrosin-Losung (I g Tyrosin 4- 6 ccm einer 10% wasser- 
freie Soda enthaltenden Losung, auf I 1 mit Wasser aufgefiillt; diese Losung 
mit einigen Tropfen reinem Toluol als Desinfiziens geschiittelt, dient in ent- 
sprechender Verdiinnung auch fur die quantitative Bestimmung als Standard- 
liisung) wird im Reagensrohr mit I Tropfen I-proz. I .2-Nitroso-naphthol- 
Losung in gewijhnlichem Alkohol versetzt und zum Kochen erhitzt; in diese 
heioe Losung werden 1-2 Tropfen Salpetersaure (d= 1.4) aus einer Tropf- 
flasche eingetropft. Es tritt tiefdunkle Purpurfarbung ein, die auch beim 
Verdiinnen niit Wasser auf z. B. IOO ccm noch sehr stark sichtbar ist. 

In ahnlicher Mieise wird die Reaktion rnit den 1,osungen bzw. Hydro- 
lysaten der P ro te ine  durchgefiihrt. Aber auch mit festen Proteinen gelingt 
sie sehr schon, selbst mit einem so tyrosin-armen Protein wie mit Formaldehyd 
geharteter Gelatine, wobei man das Reagens in Eisessig-Losung anwendet. 

Die Reaktion ist bei der Verdiinnung I : I O ~ ,  also I mg Tyrosin in I 1 
Wasser, noch ganz deutlich. Bei der Verdiinnung I : 2 .  I O ~  ist sie nur fur das 
geiibte ,4uge eben noch erkennbar. Ihre groSe Scharfe und die noch zu be- 
sprechende strenge Spezifitat (selbst die nahen Verwandten des Tyrosins : 
[3.4-Dioxy-phenyl]-alanin, Adrenalin, Thyroxin geben sie nicht) und Unbe- 
einfldbarkeit durch Begleitstoffe (natiirliche Amino-sauren, Salze, Harn- 
stoff, Formaldehyd, Acetaldehyd, reduzierende Zucker 2)) laBt die Reaktion 
fur die Bestimmung des Tyrosin-Gehaltes in Proteinen und proteinogenen 
Substanzen geeignet erscheinen. 

Die iibliche Colorimetrie ist jedoch nicht brauchbar, da der Farbstoff, 
insbesondere im ultraviolett-reichen Licht, allmahlich ausbleicht und bei 
der Verdiinnung keineswegs dem Beerschen Gesetz folgt. Auf Grund der 
scharf festzustellenden Verdiinnungsgrenze, bei der die Reaktion noch deutlich 
ist, laUt sich jedoch nach folgendem Verdi innungs-Verfahren in hijchst 
einfacher und sicherer Weise ohne jede Apparatur lediglich mit einigen 
kalibrierten Reagensglasern und mit den ublichen MeBgefaSen, wie Biirette, 
Pipette und MeBzylinder, die Messung durchfiihren. 

Die zu untersncliende Substanz, deren Asche- und U’asser-Gehalt evtl. rechnerisch 
zu beriicksichtigen ist, wird, falls sie nicht ohnehin in heiaem Wasser loslich ist, in verd. 
Natronlauge ( p ~  der €Iydrolysen-Illussigkeit ca. 9-10) oder verd. Schwefelsaure hydro- 

l) Diese Beobachtung stammt von dem einen von uns cand. phil. VOW. 
2, Bei Anwesenheit groRerer Mengcn Salpetersaure bindender (z. B. Harnstoff) 

bzw, zerstorender Mittel (z. B .  Acetaldehyd) mu5 ein entsprechend gro5erer Zusatz 
von Salpetersaure geschehen, bis Rotfarbung eintritt. 

28- 
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Bcrechnet. 

lytisch gelost. Man verdiinnt, ncutralisiert gegen Lackmus, filtriert cvtl. von Humin- 
stoffen und fiillt mit Wasser auf eine Stammlosung von 1% asche- und wasser-freie 
Substanz auf. Zwecks genauer Dosierung bei der spateren Verdiinnung wird diese Losung 
in eiiie B u r e t t e  gefiillt. Jedesmal 3 ccm der Losung werden in gleich kalibrierten 
Reagensrohren mit I Tropfen 0.1-proz. Mtroso-naphthol-Losung in Alkohol und 6 Tropfen 
Salpetersaure (d = 1.4) versetzt und gekocht. Geringe Triibungen und Farbungen 
spielen bei der groBen Verdiinnung, bei welcher die entscheidenden Beobachtungen 
gemacht werden, keine Rolle. Beobachtet wird schrag von oben gegen eine weiBe, 
glasierte, keramische Platte (Kachel oder dgl.) bei T a g e s l i c h t ,  und zwar stets gleich- 
zeitig gegen einen Blindversuch mit Wasser, da das Nitroso-naphthol-Keagens selbst 
bei der groDen Verdiinnung noch deutliche Eigenfarbung besitzt. Man iiberzeuge sich 
mit einer auf I : s oooooo verdiinnten Tyrosin-Losung ron  der letzten deutlichen Sicht- 
barkeits-Grenze der roten Reaktionsfarbung. Durch steigende Verdiinnung der ur- 
spriinglichen, I-proz., zu untersuchenden Losung und Vornahme der Reaktion in den 
mehr und mehr verdiinnteii Losungen stellt man die S ich tbarke i t s -Grenze  der 
Reaktion fest. 

Der Gehalt :in Tyrosin in yo = a .  IOO/X, wenn a == Konzentrations-Schwelle des 
Tyrosins (O.OOOOOI g in I ccm) und s = Konzentrations-Schwelle der zu priifenden 
Substanz in g je ccm bedeutet. Man kann die Berechnung noch einfacher durch Re- 
gistrierung der Verdiinnung durchfiihren. In diesem Falle ist der 'Tyrosin-Gehalt in 

= s. 1oo/a, wenn x die rorgenommene Verdiinnung der zu priifenden Substanz, 
a die des Tyrosins bei der Sichtbarkeits-Schwelle (so6) ist. 

Wir haben, urn die Zuverlassigkeit unseres Verfahrens zu prufen, eine 
Serie von Versuchen angesetzt, in welcher zu elektro-osmotisch gereinigter, 
nach unseren zahlreichen Prufungen o.3-proz. Tyrosin enthaltender Gelatine 
wechselnde Mengen Tyrosin kunstlich zugesetzt und in der Gelatine-Losung 
bestimmt wurden. Urn die vollige Objektivitat der Analptiker zu wahren, 
wurden die Zusatze von dritter Hand reguliert. Aderdem wurde zur Kon- 
trolle die Tyrosin-Bestinimung nach der Modifikation der Millonschen 
Reaktion nach U'ei 13 -2uw e r kalo w 3, mit herangezogen. 

We i Li -Zu we r k a - 

T a b  e lle I : Qu a n t i  t a t i  ve T y ro s in  - B e s t i m m u n  gen n a ch Z u f iih r u n g  gem e sse n e r 
N e n g e n  von Tyros in  zii e iner  Losung von e lek t ro-osmot isch  gere in ig te r  

Gela t ine  

I Gefundener "3-rosin-Gehalt nach 

I. 

2. 

.> ' 

4. 
5. 
6 .  
7. 
8 .  

Tyrosin- 
Gehalt 

Fehler 

G e rn  g r o s s -Vo D 
I .  Mittel- 
Btobachter ' 2 .  I wert I Peliler 

3) I\-. Zuwerkalom,  Ztschr. physiol. Chem. 163, r S j  L1927j; vergl. aucli 31. IYeif i ,  
Biochem. Ztschr. 97, 170 [r919!. 
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Wie Tabelle I zeigt, betragt die Fehlerbreite hochstens & 8 yo, 'wahrend 
sie bei der WeiB-Zuwerkalowschen Methode 2 14% betragt. Ohne 
Frage ist unsere Methode rascher und einfacher durchzufiihren als die sonst 
sehr empfehlenswerte von WeiB-Zuwerkalow, bei der allerdings das 
notwendige Kochen mit etwa 5o-proz. Essigsaure-Losung wegen Geruchs- 
belastigung unbequem ist. Ferner muB bemerkt w-erden, daB bei der Colori- 
metrierung nach WeiB-Zuwerkalow beim Verdiinnen bisweilen Lkter- 
schiede in der Farbnuance auftreten, welche die Beobachtung in1 Halb- 
schatten-Apparat erschweren. Endlich stellten wir bei Versuchen an t r y p t  o- 
phan-ha l t igen  Proteinen, insbesondere Casein, fest, daB offenbar nach 
der WeiB-Zuwerkalow-Methode ein standiger geringer Gang der Ergeb- 
nisse nach oben in1 Vergleich mit den nach unserer Methode gewonnenen 
zu bemerken ist. Dies konnte darauf zuriickzuftihren sein, dd3 die Modi- 
fikation der Millonschen Reaktion infolge ihrer inangelnden Tyrosin- 
Spezifitat zu hohe Werte liefert. Eine genaue Untersuchung dieser Ver- 
haltnisse ist im Gange. 

Besonders interessierte uns nun die Untersuchung von Kollagen , 
Leim und Gela t ine ,  da es sich gezeigt hatte, daB unsere ungemein scharfe 
Keaktion selbst mit hijchst gereinigter (iso-elektrischer) Gelatine, die dem 
Schriftum zufolge gar keine4) oder nur verschwindend geringe j) Mengen 
Tyrosin enthalten soll, sehr schon ausfiel. 

'I'abelle 11: T y r o s i n - G e h a l t  i n  P r o z e n t  von  Kol lagen ,  Leim uiid Gelat ine.  

I .  

2 .  

3 .  
4. 
i , 
0.  

s. 
9. 

/ .  

TO. 

I'r Bparat 

I-Iautpulrer . . . . . . . . . . . . . . .  
, , Spaltkollagen' ' . . . . . . . . . . .  
,,Spaltkollagen", jiereinigt . . 
Knochenleim . . . . . . . . . . . . .  
H au tleim . . . . . . . . . . . . . . . .  
Photo-gelatine I . . . . . . . . . . .  
Photo-Relatine I1 . . . . . . . . . .  

Gelatine ,,diazotiert" . . . . .  
Elektro-osmotisch gereinigte 

Gelatiiie S c h m i d t  iC10,) . 

. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . .  
Gelatine . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . .  

-4ngewandte Methode: 
Gerngross-  

VOW 

1.004 

I .OO/o  

0.8 yo 
1 .o 06 
0.4 96 
O.+"/b 

0.3 96 
0 . 3 7 0  

0 %  

0.0 j 9; 

WeiW- 
Z u me r ka lo w 

I .06 oo 

-- 
- 
_- 

0.9 Yo 

0 44 Y O  
- 

0.260/;, 
0.26 
- 

0 %, 

Tabelle I1 zeigt das Ergebnis unserer Priifungen. Das als reines Kollagen 
zu betrachtende Preiberger Hautpulver (Nr. I der Tabelle 11) zeigt nach 
seiner hydrolytischen Aufliisung I 76 Tyrosin-Gehalt. Es wird aus sorgfaltig 
reingemachter ,,RindsbloBe" hergestellt, die aber immerhin noch Reste von 
tyrosin-haltigen Proteinen aus Blut (Albumin, Globulin, Fibrin), Keratin, 
Elastin und mucin-artigen Substanzen enthalten konnte. Aus diesem Grunde 
wmde sog. ,,Spaltkollagen", das ist ein schneeweioe Farbung aufweisender 
Retikularspalt aus der Mittelschicht der Rindshaut, in welcher weder elastische 
Fasern, noch keratinose Gebilde, noch Blutgefafie liegen (Kr. z der Tabelle II), 

') E. A b d e r h a l d e n ,  Lehrluch d.  physiol. Chemie, 6. .lufl., Berliii-Wien 1931, 

:) H . U . U a k i n ,  Journ. biol.Chem. 44, 499 !~gzo].  
S. 315 und 739; 0.  K e s t n e r ,  Chemie d.  EiweiWkorper, Braunscliweig rgzj, S. 267. 
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untersucht - ohne Anderung des Ergebnisses. Uin die nicht-kollagenen 
EiweiBstoffe zu entfernen'j), wurde der Spalt geraspelt, 24 Stdn. mit destil- 
liertem Wasser unter wiederlioltem Wechseln der Waschfliissigkeit und 
Abpressen geschuttelt, 5 Tage mit ~,'loo-n. Natronlauge inter wiederholtern 
Wechseln der Flussigkeit ebenso behandelt, endlich noch I Tag gewassert. 
Der Tyrosin-Gehalt des so gereinigten Praparates (Nr. 3 der Tabelle 11) 
senkte sich nur unwesentlich. namlich auf 0.8 94. 

Knochenle im (Nr. 4), der keine besondere a lka l i sche  Reinigung 
im FabrikationsprozeB erfahrt, zeigt I :/o, hochwertiger H a u t  l e i m  und 
G e l a t i n  e , die wahrend der Fabrikztion eine wochenlange alkalische Be- 
handlung erfahren, zeigen 0.3-0.4 :/o (Nr. 5-8). 

Verwendet man jedoch eine Gelatine, in welcher durch entsprechende 
Vorbehandlung das Tyrosin ganz oder teilweise zerstort ist, so nimmt die 
Reaktion ab, oder sie verschwindet ganz. Dies ist der Pall bei der Einwir- 
kung von salpetriger Sanre (Nr. 9). Salpctrige Saure, welclie die freien 
aliphatischen Aminogruppen des Proteines unter Stickstoff-Entwicklug 
zerstort, was cine Art Gerbung zur Folge hat'), verwandelt das Tyrosin 
ungemein leicht iiber das o-Diazoniumnitrat (, ,Diazotierung des EiweiWes") 
offenbar in ein Dioxy-phenols). Mit diesem ortho-substituierten Phenol ist 
die Reaktion negativ. 

Vollkommen vernichtet wird das Tyrosin durch eine Vorbehandlung 
des kollagenen Rohstoffes der Gelatine mit Chlordioxyd,  worauf sich 
ein Verfahren von Er i ch  Schmid t  fur die Herstellung gereinigter Gelatine 
griindet9) (Nr. 10). 

Es fragt sich nun, ob man das Tyrosin des Kollagens und der Gelatine 
als einen integrierenden Bestandteil dieser Proteine, also als regelmaBiges 
Kettenglied der langen Polypeptid-Ketten, welche - nach der Vorstellung 
von Gerngross  und HermannlO) zum Teil gittermaWig geordnet - die 
Kollagen- und Gelatine-Micelle bilden, aufzufassen hat, oder ob es sich nur 
um Bei mengungen tyrosin-haltiger Proteine handelt. 

Wir haben, um diese Frage zu priifen, mit unserer neuen Methode die- 
jenigen Proteine auf ihren Tyrosin-Gehalt gepruft, die als Verunreinigung 
des kollagenen Ausgangsmaterials in Betracht kommen. Tabelle 111. enthalt 
die Ergebnisse bei technischeni Blut-Albumin (Albumin und Globulin), 
Elastin, Fibrin und Keratin. Danach enthalten die moglichen Begleitstoffe 
des Kollagens durchschnittlich etwa 4 4; Tyrosin. Dies bedeutet, daB das 
Kollagen mit rund 20-25 yo dieser Pruteine rerunreinigt sein m u t e ,  wenn 
man die tatsachlich gefundenen 0.8-1 yo Tyrosin auf diese Weise erklaren 
wollte. Es ist sehr fraglich, ob man bei dem sorgfaltig gereinigkn ,,Spalt- 
kollagen" so vie1 nicht-kollagenes Material voraussetzen darf. 

'j) A. Kii i i tzel  u. K. Buchheimer ,  Collegium 1930, 20;. 

') 0 .  Gerngross  u. P. K o p p e ,  Ztschr. angew. Chem. 41, 983 [1931:. 
vergl. M. Rohr l ich  ,,Uber Diazotieriing urid Kupplnng der Proteine", Dissertat., 

Uriiversitat Berlin 1931. 
s, K 6 l n - R o t t w e i l  A,-G., Dtsch. Reichs-Pat. 380195; €3. S c h m i d t  LI. K. B r a u n s -  

d o r f ,  B .  55, 1529 [190-2]. 
lo) K. H e r m a n n ,  0. Gerngross  u .  TV. X b i t z ,  Ztschr. physikal. Chem. (B) 10, 

371 [1930]; 0. Gerngross ,  K.  Hermanti  u .  R .  L i n d e m a n n ,  Kolloid-Ztschr. 60, 276 
CI9321. 
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. . . . . . . . . . . . . . . .  I. Bl~t-~4lbumin hell extra 
2 ,  Elastin (Ligamentum nilchae) . . . . . . . . . . .  
3 .  Fibrin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4. Haare (Rind) 
5. Wolle, weiB (Schaf) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

T abe l le  111: Tyros in-Gehal t  d e r  a ls  Verunre in iger  von Kollagen u n d  Gela t ine  
vor  a l lem i n  B e t r a c h t  kommenden Pro te ine .  

6 %  6.57 % 
1.6% 1.84 % 
6.5 "/b 
4 %  
5 %  

.- 

- 

Praparat 
Angewandte Methode : 

Gerngross-  U'eiB- I Zuwerkalow 

11) Diese tyrosin-freie Gelatine hatte folgende Kennzahlen: 14.9 yo Wasser, 1.9 % 
-Ische, Viscositat einer 10-proz., auf asche- und wasser-freie Substanz berechneten Losung 
bei 40° 6.2 yo Engler-Grade. FlieBpunkt der gleichen Losung, bestimmt in der Apparatur 
von Ubbelohde ,  32.25". desgleichen der Tropfpunkt 33.25-33.5". pll-Wert = 5.9 in 
1-proz. Losung. Es handelt sich also um ein Praparat durchaus normaler physikalischer 
gonstanten. Es sei bemerkt, daW diese Gelatine beim Losen nach Chlordioxyd riecht 
und mit Jodkalium und Schwefelsaure eine starke Jodreaktion, also noch betrachtliche 
Mengen Chlordioxyd, aufweist, obwohl die trockne Gelatine seit dern Jahre 1924 im 
Laboratoriurn des einen von uns lagert. 

12) vergl. R. 0. Herzog  u. 0. K r a t k y ,  Natunviss. 18, 733 [1930], und insbesondere 
0. Gerngross ,  K. H e r m a n n  u. W. A b i t z ,  Biochem. Ztschr. 228, 418 [193oj. 
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T abe l le  111: Tyros in-Gehal t  der  a ls  Verunre in iger  von Kollagen u n d  Gela t ine  
7 r - r  -110- ;n R n t r n c h t  Lnmmnndnn Prntninp 

Andererseits konnte die Tatsache, daB Hautleim und Gelatine nur 
0.3 -0.4 yo Tyrosin aufweisen, daB also ein weiterer VerarbeitungsprozeB 
der kollagenen Substanz deren Tyrosin-Gehalt mindert, gegen die Auffassung 
sprechen, daW er dem eigentlichen Kollagen-Protein zugehort. Es 1st dahin- 
gegen aber auch durchaus moglich, daB die Wochen, ja Monate lange intensive 
vorbereitende A1 kali - Behandlung des Rohmaterials (Leim-Leder) und 
die nachfolgende Verkochung das bekanntlich besonders le ich t  abspa l t -  
ba re  Tyros in  aus dem riesigen Molekiilkomplex zum Teil absplittert. 

Endlich konnte man insbesondere die totale Beseitigung des Tyrosins 
im Glutin durch Chlordioxyd, ohne daW die Eigenschaften solcher Gelatine 11) 
wesentlich geandert erscheinen, als Beweis dafiir gelten lassen, daB es sich 
doch nur um Beimengungen handeln konne. Es ist aber keineswegs unwahr- 
scheinlich, daW die geringe Veranderung, welche das Gelatine-Micell durch 
die Zerstorung der ganz vereinzelten Tyros in-Baugruppen ohne h d e r u n g  
der Bindegruppenlq  erfahrt, sich in den physikalischen Eigenschaften des 
Kolloids n i  c h t  besonders auswirken wurde. 

Wir mochten nach alledem die Frage, ob das, wie wir zeigen konnten, 
regelmaBig feststellbare Tyrosin ein wirklicher Bestandteil des kollagenen 
Proteins oder nur eines Begleitstoffes ist, vorlaufig noch offen lassen. 

Uber die Reaktion selbst ist folgendes zu sagen: Der entstehende, nicht 
sehr stabile, in saurer Losung rote Farbstoff besitzt Indicator-Eigenschaften. 
In alkalischer Losung ist er gelb. Durch Anwendung groBerer Mengen von 
Salpetersaure als im Versuch auf S. 435 angegeben, z. B. schon durch 3 Tropfen 
Salpetersaure (d = 1.4), kann die Reaktion auch in der Kalte durchgefiihrt 
werden. E5 ist eine oxydative Umsetzung. Auch mit Brauns te in  oder 
Bleidioxyd in saurer Losung gelingt sie in der Kalte ohne den Gebrauch 
der Salpetersaure. Die Einfiihrung einer besonderen Nitrogruppe durch Sal- 
petersaure ist somit nicht notwendig. 

11) Diese tyrosin-freie Gelatine hatte folgende Kennzahlen: 14.9 yo Wasser, 1.9 % 
-Ische, Viscositat einer 10-proz., auf asche- und wasser-freie Substanz berechneten Losung 
bei 40° 6.2 yo Engler-Grade. FlieBpunkt der gleichen Losung, bestimmt in der Apparatur 
von Ubbelohde ,  3 2 . ~ 5 ~ .  desgleichen der Tropfpunkt 33.25-33.5". pll-Wert = 5.9 in 
1-proz. Losung. Es handelt sich also urn ein Praparat durchaus normaler physikalischer 
Konstanten. Es sei bemerkt, daW diese Gelatine beim Losen nach Chlordioxyd riecht 
und mit Jodkalium und Schwefelsaure eiiie starke Jodreaktion, also noch betrachtliche 
Mengen Chlordioxyd, aufweist, obwohl die trockne Gelatine seit dern Jahre 1924 im 
Laboratoriurn des einen von uns lagert. 

12) vergl. R. 0. Herzog  u. 0. K r a t k y ,  Natunviss. 18, 733 [1930], und insbesondere 
0. Gerngross ,  K. H e r m a n n  u. W. A b i t z ,  Biochern. Ztschr. 228, 418 [193oj. 
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Es ist allerdings zu bemerken, daG die Reaktion niit Salpetersiiure wesent- 
lich starker, und daS der gebildete Farbsto€f in der Lhung vie1 stabiler ist 
als bei der Reaktion mit PbO,. 

In einer Phase der Reaktion wird offenbar die Nitroso- zui- Nitro-Gruppe 
osydiert, denn mit einer alkohol. Losung von 1 .2-Ni t ro-naphthol  tritt 
die Reaktion gleichfalls prompt ein13). Der Nitrosorest als solcher spielt 
demnach keine Rolle. Wesentlich scheint die Gruppierung, mie sie im Naph- 
tholriiig vorliegt, zti sein, denn 1.2-Nitro-phenol versagt als Iieaktions- 
Koniponente. Mit 2 .1-Nitroso-naphthol  ist die Farbstoffbildung zwar 
zti beobachten, aber weit schwacher als mit dern ~.z-l)erivat, init 1.4-Nitroso- 
n a p h t h o l  ist sie fast negativ. 1 .6-Dini t ro-z-naphthol  reagiert ganz nega- 
tiv. Das Reaktionsmilieu mu13 wasser-haltig sein. In reiner Eisessig-Losung 
tritt keine Farbstoff-Bildung ein. 

Es ist uns unter keinen Unistanden gelungen, niit Wassers toffper-  
ox y d oder seinen Derivaten, wie Sulfomonopersaure, als Oxydationsmittel 
die Reaktion durchzufiihren, ebensowenig mit E isenchlor id ,  Chlor oder 
Bromwasser ,  Kal i t imchlorat  und Salzsaure.  

Eine besondere Rolle spielt sa lpe t r ige  Saure.  In griil3eren Mengen 
verhindert sie die Reaktion, in ganz geringen Mengen wirkt sie hingegen be- 
schleunigend. Die hindernde Wirkung der iiberschussigen salpetrigen Saure 
ist durch o-Substitution14) wohl verstandlich. Wie hinderlich die o-Sub- 
stitution an sich ist, erhellt auch daraus, da13 bei unrichtiger Reihenfolge bei 
der Zugabe der Reagenzien, d. h. bei vorhergehender Zugabe von Salpetersaure 
zur heiSen 1,osung (z. B. von Tyrosin oder p-Kresol) und nachtraglichem 
Eintragen von Nitroso-naQhthol-Reagens, keine Farbstoff-Bildung auftritt, 
da das glatt durch die Salpetersaure gebildete o - Ni t r o de ri v a t  , wie man 
sich in einem gesonderten Versuch iiberzeugen kann, nicht reagiert. 

Wie uns scheint, ist das Interessanteste an der neuen Reaktion, die ganz 
i ni allgenieinen als eine der farbenprachtigsten Eiwei13-Reaktionen zu be- 
zeichnen ist, ihre scharfe Spezifitat auf Tyrosin. Wie wir uns  i iberzeugten,  
f a l l t  s ie  mi t  keiner  der  bisher  bekann ten  nat i i r l ichen Amino-  
sau ren  pos i t iv  aus. Dahingegen sind alle bisher bekannt gewordenen 
Tyrosin-Reaktionen nicht streng spezifisch. 

Soweit die bisherige Untersuchung ergeben hat, ist die Reaktion an 
ein Phenol mit freier Hydroxylgruppe gebunden, das in ortho-Stellung gar 
nicht oder nur an ei n e r Stelle durch die CH,-Gruppe substituiert sein darf, 
in pura-Stellung substituiert sein muB. Reines Phenol ,  das auf Millons 
Reagens bekanntlich anspricht, reagiert nicht, p-Kresol  hingegen - der 
einfachste positiv reagierende Typ - zeigt noch intensivere Farbstoff- 
Bildting als Tyrosin. Die Sichtharkeits-Grenze bei p-Kresol liegt bei einer 
Verdiinnung von 1 . 8 ~ 1 0 ~ .  W e  wir uns iiberzeugten, gelingt es mit unserer 
Reaktion in einem analogen Verfahren wie dem auf S. 436 fur Tyrosin be- 
schriebenen, den Gehalt von p-Kresol in technischen Geinengen von 0-, m- 
und p-Kresolen festzustellen. 

13) l u c h  die K o b a l t - K e a k t i o n  erfolgt glatt init I . ~ - N i t r o - n a p h t h o l  wie rnit 
den1 Sitrosoderivat, T V ~ S  - -- someit wir feststelleri koiinteii -. in der Literatur bislier 
nirht lxkannt war. '0 wrgl. FFnOnott. 8 .  
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Wir glauben, daB unser Verfahren z. B. bei den Kresolen eine brauch- 
bare Erganzung der umstandlicheren Methoden bedeutet Is), welch? in Ge- 
niengen die einzelneti Komponenten erfassen 16). 

1-Naph tho l  gibt unbedeutende Farbung, da in ihm sowohl das Gesetz 
der p-Substitution wie der Freiheit der o-Stellungen nicht erfiillt ist. z -Naph-  
t h o l  hingegen, das diesen Forderungen gerecht w id ,  gibt insbesondere bei 
Anwendung grolier Verdiinnung (z. B. I : 400000) ein tiefes blaustichiges Rot. 

Allerdings sind n i ch t  a l le  p-Subs t i tuenten  geeignet .  Solche saurer 
Natur, wie NO,, COOH, ferner auch CO und COH sind nicht geeignet. 

Ferner sind mehrere aromatische Hydroxylgruppen haltige re  duzi  e r e  n de 
Systeme, wie z. B. Hydrochinon und p-Amino-phenol ,  ungeeignet, ja. 
ihre Gegenwart in grofleren Mengen - z. B. Hydrochinon - verhindert die 
Reaktion von Stoffen, die an sich al le in  positiv reagieren. Benzoyliert 17) 

oder verathert man jedoch z. B. im Hydrochinon den einen Phenolrest, oder 
verwandelt man das p-Amino-phenol in y-Acety lamino-phenol ,  so tritt 
die Farbstoff-Bildung sehr schiin ein. 

Hydrierung vernichtet die Reaktionsfahigkeit. p -Me t h y 1 - c y c 1 0 - 
hexanol  reagiert nicht. Man kann, wie wir uns iiberzeugten, einen in tech- 
nischen Produkten vorkommenden p-Kresol-Gehalt im p-Methyl-cyclo-  
11 exan  01 quantitativ bestimmen. 

Im folgenden geben wir zur Orientierung die Substanzen an, welche 
nach unserer bisherigen Untersuchung positiv reagieren, und ferner einige 
der typischen Falle, in denen negative Reaktion vorliegt. 

P o s i t i v  re  agieren:  Tyrosin, LV-Benzoyl-tyrosin, Tyrosol (p-Os).pheti~-l-ath?-l- 
alkohol), Tyraniin (p-Osyphenyl-athylamin), p-Kresol, p-Bthyl-phenol, Xylenol 
(CH, : CH, : OH I : 2 : 4) ,  Xylenol (CH, : CH, : OH I : 3 : 4). p-Chlor-phenol, p-Chlor- 
,v-kresol, p-Brom-m-kresol, Chlor-sylcnol (CH, : C1: CH, : O H  I : 2 : 3 : j), p-phenol- 
sulfonsaures Natrium, p-Acetylamino-phenol, Monobenzoyl-hydrochinon, Hydrochinon- 
monomethylather, Phenol-phthalein, p-Naphthol, das Sesualhormon-Gemeiige , , Follikulin'' 

N i ch t re  agie ren : 0,  N-Dibenzoyl-tyrosin, o-Nitro-tyrosin, 3.4-Diosyphenyl- 
alanin, Adrenalin, Thyroxin, Phenol, Brenzcatechin, Resorcin, Hydrochinon, o-Kresol, 
m-Kresol, Xylenol (CH, : CH, : O H  I : 3 : j). Xylenol (CH, : CH, : OH I : 4 : 5 ) .  Xylenol 
[CH, : CH, : OH I : 2 : 3 ) ,  Iso-pseudocumenol (CH, : CH, : CH, : O H  I : 2 : 4 : 6 ) .  p-Nitro- 
phenol, Trichlor-phenol (OH : C1: C1: C1 I : 2 : 4 : 6 ) ,  p-Thio-kresol, p-Oq-benzaldehyd. 
p-Osy-benzoesaure, p-Amino-phenol, p-Osy-benzophenon, Resacetophenon, p-Methyl- 
cyclohesanol, Dekahydro-P-naphthol, %-Naphthol, Vanillin, o -Vanillin, Coniferin, Fisetin, 
Tannin, Eugenol, Thymol, Terpineol, Chinon. 

Das Fol l ikel-Hormon wurde uns von Hrn. Prof. Zondek,  Berlin, ge- 
liefert und einerseits in einer fertigen L6sung (500 MEkcm) und anderer- 
seits von uns gelost (I mg = 8000 MElccm) gepriift. Die Reaktion war rot 
umd in Anbetracht der wahrscheinlichen Verwandtschaft der Substanz mit 
?-Naphthol wider Erwarten nur schwach positiv. 

,4uf einen Umstand mochten wir, uni Irrtiimer auszuschlieflen, auf- 
merksain mschen : Viele Phenole, so Phenol, m-Kresol, Vanillin, geben in 
z. B. 0.1-proz. Losungen bei der Durchfiihrung der Reaktion, ja mit Salpeter- 
saure allein, Rotfarbungen. ills pos i t iv  betrachten wir die Reaktion jedoch 

15) F. Raschig ,  Ztschr. angew. Chem. 13, 759 [Igooj; F. Raschig  11. (;. F o r s t -  

lG) Diese Cntersuchungen werden durch Frl. G .  D ohler  durchgefiihrt. 
l i )  0 .  W .  W i t t  11. Johnson ,  B. 36, 1909 '18931. 

m a i i n .  ebenda 14, 157 [I~oI]; H. Bri ickner ,  ebenda 41, 1044 [1928]. 



442 B r a s s ,  Kurz :  Versuche zur Herstellung uon Estern [Jahrg. 66 

nur dann, wenn, wie bei Tyrosin, p-Kresol usw., auch bei starker Verdiin- 
nung des Farbstoffes, z. B. durch EingieBen von I ccni der 0.1-proz. Losung 
unmittelbar nach Durchfiihrung der Reaktion in IOO ccni Wasser, die Far- 
bung noch intensiv rot bzw. violett sichtbar bleibt. Bei cc- und f3-Naphthol 
ist der vergleichende Versuch von vornherein bei einer Verdiinnung I : 10000 
oder I : IOOOOO zu machen. 

Mit der Untersuchung der sich bildenden Farbstoffe und der weiteren 
Aufklarung des Reaktions-Mechanismus sind wir beschaftigt. 

Wir mochten nicht verfehlen, der Notgemeinschaf t  der Deutschen  
Wissenschaf t  fur Unterstiitzung der i4rbeit, ferner den HHrn. Geheimrat 
Abderha lden ,  Halle, Privatdoz. n r .  Kun tze l ,  Darnistadt, Prof. Sch rau th ,  
Berlin und der Gesel lschaft  fu r  Teerverwer tung  G. ni. b. H. in Duis- 
burg-Meiderich fur die Uberlassung von Praparaten bestens zu danken. 

91. K u r t  B r a s s  und E d u a r d  K u r z :  Versuche zur Herstellung 
von Estern der Zucker mit Monochlor-essigsaure. 

[Aus d Institut fur Organ -chem Technologie d Deutsch Techn Hochschnle Prag.] 
(Eingegangen am 9. Februar 1933 ) 

Unsere ursprungliche Absicht war es, den T r i -es te r  d e r M o n o c h 1 or  - 
essigsaure der Cellulose herzustellen, was von anderer Seite bisher ver- 
geblich versucht worden istl). Es ist jedoch nicht gelungen, unsere Absicht 
zu verwirklichen, sondern wir gelangten, ahnlich wie H. Rudy1), nur zu 
Estern einer stark abgebauten Cellulose, deren Chlorgehalte zwischen 22 und 
28.5 yo schwankten und deren Rupferzahlen 6.03-8.19 betrugen 2) .  Einem 
Cellulose-tri-monochlorace tat entsprechen 27.17 :h Chlor. 

Daraufhin wendeten wir uns der Glucose zu, deren Monochlor-essig- 
saure-ester gleichfalls unbekann t sind. Die Einwirkung des Anhydrids der 
Monochlor-essigsaure allein oder in Gegenwart von Zinkchlorid oder konz. 
Schwefelsaure auf P-d-Glucose ergab glasige Praparate, deren Chlorgehalte 
zwischen 19.24 und 29.5 ",,, lagen (Penta-monochloracetyl-glucose enthalt 
31.52% Chlor) und deren Drehwerte (nahe an +60°) darauf hinweisen, daW 
eine teilweise Umlagerung der P-Form in die wForm eingetreten war. cber- 
dies ergab die Verseifung der Veresterungsprodukte mit Baryt keine Glucose, 
wohl aber war die letztere erst dann einwandfrei nachzuweisen, nachdem die 
Verseifungsprodukte der Hydrolyse unterworfen worden waren 

Daraus muB geschlossen werden, daB bei diesen Versuchen nicht nur 
Veresterung, sondern auch Kondensation des Zuckers eingetreten war. Yon 
zwei Veresterungsprodukten konnten hygroskopische, nicht krystallisierte 
Pyridiniumsalze 3, erhalten werden, deren Zusamniense tzung den SchluB er- 
laubt, da8 in dem einen Fall, gerechnet auf I Mol. Tetra-monochloracetyl- 
glucose 3 Mol., in dem anderen Fall sogar 4 Mol. Pyridin eingetreten sind 2 ) .  

I) W. I,. B a r n e t t ,  Journ. SOC. cheni. Intl. 40, 2 5 3  [1921]; C. 1923, I G30;  Soc. 
Usines chim. Rh6ne-Poule t ic ,  Pranz. Pat. 672220 [19291; H. R u d y ,  Dissertat. 
Miinchen 1928; Cellulose-Chem. 13, 49 [1932]; Hrn. Prof. R. K u h n  (Hcidelberg) sei 
auch an dieser Stelle fur die Uberlassung der Dissertation bestens gedankt. 

z, Naheres siehe E. K u r z ,  Dissertat. Dtsch. Techn. Hochsch. Prag 1932. 
E. F ischer  u. K. R a s k e ,  B .  43, 1750 [191o]. 


