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Mit 10-proz. wa13r. Natronlauge gab eine Probe des Praparates im Gar- 
rohrchen unter Entwicklung eines farblosen Gases, das sich als wasserlosfich 
erwies, eine farblose Losung. Beim Aasauern der alkal. Fliissigkeit mit Sdz- 
siiure entstand eine farblose Fallung, die beirnstehenlassen krystallinisch wurde : 
Prismen, die bei 276O unter Aufschaumen schmolzen und bei der Mischprobe 
mit einwandfreier Biliansaure keine Erniedrigur g des Schmelzpunktes herbei- 
fiihrten. Mit Diphenylarnin-Schwefelsaure zeigte das Praparat Blaufarbung 
unter gleichzeitiger Gasentwicklung. - Nach dem Vorstehenden kann es 
keicem Zweifel unterliegen, da13 das erhaltene Praparat identisch war mit 
der friiher aus Biliansaure-dioxim und Salpetriger Saure hergestellten Per- 
n i t  r oso - b ili a n  sa  ur  e 111. 

4) 7.12 - D i o xi m i n o - h pd r o x a m o x i m h y d r a t s a ur e C.&&,O& u nd  
Sa lpe t r ige  Saure :  Die Dioxirninohydroxamoximhydratsiiure kann, wie 
oben auseicandergesetd wurde, auf 2 verschiedenen Wegen gewonnen werden. 
Fur den vorliegenden Zweck wurde sie durch Behandeln der wie oben (Ver- 
such 3) hergestellten Dioximinohydroxarnsaure C,H,0,N3 mit Hydroxyl- 
amin rach friiher gegebener Vorschrift 6) bereitet und in den bekannten farb- 
losen Krystallblattchen erhalten. 0.5 g der Dioximinohydroxamoximhydrat- 
saure wurden bei gewohnl. Temp. mit 25 ccm Eisessig zusammengebracht 
und sofort 25 ccm Nitritlosung hinzugegeben. Die Verbisidung ging dabei 
bald i-.. Losung, und es entstand eine arfangs hellgriine, spater fast farblose 
Fliissigkeit. Nach 1 Stde. u. 20 Min. bewirktr man durch Zusatz von 150 ccm 
Wasser eine farblose flockig-gallertige Fallung, die wie oben (Versuch 3) 
weiterhehandelt wurde. Ausb. 0.18 g. Zersp. unscharf 132O. 

C,,H,,O,N,. Ber. N 5.67. Gef. N 5.63. 

~. ~ . _ _ _ _  - 

Das Praparat zeigte gegenuber 10-proz. waI3r. Natronlauge im G5r- 
rohrchen sowie gegeniiber Diphenylamin-Schwefelsiiure dasselbe Verhalten 
wie die im Versuch 3 und die friiher aus Biliansauredioxim hergestellte Per- 
nitrosobiliansaure. Wie bereits friiher betont wurdel), mu13 es vorlaufig 
dahiP.gest.ellt bleiben, ob die blaue Farbreaktion mit Diphenylamin-Schwefel- 
saure auf einer geringfiigigen Verunreinigung der Praparate beruht oder auf 
die Pernitrosogruppe (>C :N(+O) .s1J : 0) selbst zu beziehen ist, die sich unter. 
dem Ei !flu13 der Schwefelsaure in gewissem Umfang in die Nitrimingruppe 
(>C:N .N(+O) :0) unilagern konnte, die d a m  die Farbreaktion liefert. 

9. Theodor Wieland und Wolfgang Paul: Bestimmung von 
Z- und d-Glutaminsaure im Hydrolysat von Brown-Pearce-Tu- 

' moren mit *6N-Glutaminsaure. 
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur Medizin. Forschung, Heidelberg, Insti tut  fur Chemit.. 

und d .  11. Physikal. Insti tut  der Universitat Gottirgen.] 
(Eingegangen a m  15. Noveniber 1943.) 

Vor einigcr Zeit wurde die Methode der Abtrennung von Aminodicarbonsiiuren 
aus EiweiDhydrolysaten mit Hilfe der sauren Al,O,-Saule auf die Hydrolysengemische 
einiger maligncr Geschwulste angewandt'). Aus den Baryt-Eluaten lie13 sich' nach En t -  
fernen des Bariums und Einengen die Glutaminsaure (GIs) als Hydrochlorid in etwaa 
80-proz. Ausbeute in erheblicher Reinheit zur Abscheidung brir-gen. Das Hydrolysat 
(7 Stdn. mit  konz. Salzsaure unter RiickfluB) von 10 g Brown-Pearce-Gewebe (Kanin- 
- .____ 

I) B. 76, 1001 [1942]. 
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chm) ergab 0.7 g GIs, was bei Beriicksichtigung der 80-proz. Ausbeute etwa einem W a l t  
von 9% entsprach. Auf C r u d  der spezifischen Drehung enthielt diese rund 2% an 
&Form. 

Natiirlich laBt sich iiber die Auwendbarkeit der Adsorptionsmethode erst dann etwas 
:rutsagen, wenn man den absoluten GIs-Gehalt eines Hydrolysengernfsches mit Sicherheit 
kennt. . Dieaer ergibt sich h i  Anwendung der ,,lsotopenverdiinnungsmetbode". die 
grundsatzlich zur Bestimmung des Cehalts an jeder Substanz in einem Stoffgemid 
anwendbar ist'). In unserem Fall setzt innn eiite bestimmte Menge (a Mole) der mft 
rinem stnbilen Isotopcn in bestimmter Konzentration (C, % = Zahl der Isotopenatome 
suf 100 Atome) dem Stoffgemiscli zu, isoliert dann cine Probe VOII reiner l -C.1~ (als Hydro- 
chlorid) und bestimmt dercn Gehalt am Isotopen (C47'J. Betragt die zu kstimmende 
Menge an I-GIs XI Mole mit deiii in der normalen GIs enthaltenen IbN-Gehalt dea nrtiir- 
lichen Stickstoffs C,, % (= 0.37%). so enthiilt nnch Zusatz von a Molen markierter &GIs 
(2 a Molen d ,  l-Gls) das Kydrolysat (a + xt) Mole LGls mit einem **N-Cehalt von CI %. 
Die im Gesarntnnsatz enthaltenen g-Atome "N (a.C, + xl .C,)  hnben sich nach p t e r  
DurchmischunK gleichtn3Big auf dic (n  + xi) Mole 1-GIs verteilt. welche nun den W-&halt 
C besitten. Es ist ct:tlter 

n . C ,  I .  q . C n  = (n + x/).Cd 

doraas 

Viihrt tnaii stntt d r s  XsotopetiKcbalts '2, und CI den UberscliriU in l'rozent an 18N ubcr 
C, = 0.37 %, also die <;roUen C', . =  C, .- C,, untl C'r == Ci - C, rin. so wirtl 

C' n 
x1 = (c.; - 1) a 

Unt aucb clcn ;rbsoluten G e h l t  an d-Ck ertnittrln zu kiiniicn, niire es tlteoretisch 
nm einfachsten. eiiie Probe yon reiner d-GIs nach Zusntz der markierten d ,  I-GIs zu 
isolieren. Dann wPre wie o h  

Die IsolierunK einer reiticti d-Probc ist jedocli h i  rineni C'bcrschuO it it  I-Yortlt kaum 
auszufiihrm. Aus der spezifischeii J h h u n g  jedrr d-GIs-lialtigen Probr IiiDt sich aber 
deren Antcil att [-Form (P = Mok I-GIs: Xolc Ccsarrit-Cls) bzw. 3x1 d-l:ortii (1 'P) 
errechneti. Man kann danii den Isotopengehnlt der d-Fornt (Cd) durcli dcii oben erhaltenen 
TsotopengrIinIt tler I-Form (Cr) inid den der teilweisc racemisierten Probe (C,) aasdriicken : 

c -- 1'.cl -t (1 - 1') c d  

doraus 

Setzt man dicsen Ausdruck iir (la) ein. so folgt bei Vrrwendung der C'hcrschuB-Konten- 
trationen iibrr den abN-Gclialt des natiirlichen N, (C',, C'r, C'l) 

Dieser Ausdruck vereinfacht siclr fiir die Isolierang eincr rollstiindigeii racemisehen 
Probe ([a111 = 0) .  wo Cd,i = I/, c d  . I -  CI, 211: 

'f I3. R i t t e n b e r g  u. G.  I,. P o s t e r ,  Journ. biol. Chem.  188, 737 [lW]. 
3. 
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Die Isotopen-Verdiinnungsmethode unter Verwendung von l6N-d, Z-Gls haben bereits 
S. Graff .  D. R i t t e n b e r g  und G. I,. Fosters)  zur Bestimmung der I -  und d-Gls in 
Tumorhydrolysaten argewandt. Die Autoren setzten die markierte Gls den Proteinen 
aus verschiedenea malignen Geschwiilsten nach 12-stdg. Hydrolyse mit 20-proz. Salz- 
saure zu, kochten noch weitere 3 Stdn., um die Einstellung des Gleichgewichts rnit 
a-Pyrrolidon-carbonsaure zu gewahrleisten (das allerdirgs beim Hydrolysen-pE nur zu 
etwa 1 % auf der Seite des Anhydrids liegt4)) und arbeiteten dann nach der Foremanschen 
Methode auf 1- und d, I-Gls-hydrochlorid auf. Die massenspektrometrische Auswertung 
der Stickstoffproben, die aus den verschiedenen Krystallisaten erhalten waren, ergab, 
daO bei einem Totalgehalt an Gls von etwa 10 % nicht mehr als 1 % der gesamten Gls 
aus &Form bestand. In derselben GroL3enordnung lag der Wert fur ein normales EiweiO 
(Placerta). Spater haben F.  Kogl ,  H. E r x l e b e n  und G. J. v a n  Veersen6)  unter Ver- 
wendung von deuterierter Gls die fruheren aus der Drehung isolierter Proben abgeleiteten 
Befurde von F. K o g l  und H. ErxlebenO), wonach im Hydrolysat maligner Tumoren 
erhebliche Mengen von d-Gls enthalten sird, einer Nachpriifung unterzogen. Diese ergab 
in Besetigung fruherer Ergebnisse, daO die Hydrolysate zahlreicher Tumoren grokre  
Mengen (bis zu etwa 35% der Gesamtmenge) d-Gls enthielten. Wurde die deuterierte 
Gls erst nach 7-stdg. Hydrolyse zugesetzt und das Hydrolysat gleich aufgearbeitet, so 
ergab sich fur Brown -Pearce-EiweiO ein Totalgehalt von durchschnittlich 11.2% Gls 
und 3.35% &Form, wurde sie hicgegen 7 Stdn. ,.mithydrolysiert". so ergaben sich ins- 
gesamt 12.8% Gls (3.7% &Form). Noch hohere Werte an Gesamt-Gls wurden erhalten, 
wenu die Merksubstanz 20 Stdn. mitgekocht wurde (im Durchschnitt 17 %), wahrend der 
absolute Wert an &Form etwa gleich blieb (3.7% im Durchschritt aus 4 Analysen). 
h n l i c h e  Verhaltnisk wurden bei anderen malignen Tumoren beobachtet. Die starken 
Abweichungen von den Ergebnissen der Amerikaner suchen K o g l  und Mitarbeiter da- 
durch zu erklaren. daO sie im Gegensatz zu jenen die Merksubstanz 20 Stdn. mitgekocht 
haben, wodurch die Molekule der deuterierten Gls ,,die gleichen Umsetzungen und Bin- 
dungen eingehen miissen, wie die im Lauf der Hydrolyse aus dem EiweiDverband in 
Freiheit gesetzten Bausteine". 3-stdg. Mitkochen der markierten Saure biete noch keine 
Gewahr fur die wirklich vollstandige hlischung der zugesetzten mit der durch Hydrolyse 
in Freiheit gesetzten Gls. 

Um diese Vermutung Kogls  nechzupriifen, war es entscheidend, die 
20-stundige Hydrolyse rnit Zusatz von lSN-Glutaminsaure als Merksubstanz 
zu wiederholen. Der groBen Freundlichkeit von Prof. Dr. K. Clusius ,  
Miinchen, verdanken wir die Uberlassung von 11.5 g Ammoniumchlorid mit 
ein<m Gehalt von 4.35% 15N (= 3.98% Uberschul3 iiber den Gehalt des 
normalen Stickstoffs an l5N von 0.37%). Zu diesem Praparat wurde in Wasser 
+ PdO nach einer etwas modifizierten Knoop-Oesterlin-Synthese') eine 
natronalkalische, wail3rige Ketoglutarat-Losung unter Schiitteln rnit H, zu- 
getropft, wonach in einer Ausbeute VOII etwa 60% d,l-Gls als Hydrochlorid 
isoliert wurde. 

Da nach Kogl  und Mitarbeiter das EiweiB von Brown-Pearce-Tumoren 
besonders reich an d-Gls ist, lieBen wir von Herrn Dr. J. Kl inke ,  Oppau, 
dem wir auch hier unseren besten Dank ausdriicken mochten, vier Kaninchen 
mit diesem Tumor beimpfen und arbeiteten die Tumoren, nachdem sie eine 
genugende Groil3e erreicht hatten, von Nekrosen und Normalgewebe weit - 
gehend befreit, genau nach der Koglschen Vorschrift auf. In  seiner letzten 
Arbeit auBert Rog l  die Vermutung, daB die Ausbeute an d-Gls vom'pn 

s) Journ. biol. Chem. 133, 745 [1940]. 
4) H. Wilson u. R. K. C a n n a n ,  Journ. biol. Chem. 119, 309 [1937]. 
&) Ztschr. physiol. Chcm. 277, 251 [1943]. 
6 )  Ztschr. physiol. Chem. 268, 57 [1939]; 261, 154 [1939]; 26%. 107 [1940]; 264, 

108, 198, 220 [1940]. 7) Ztschr. physiol. Chem. 148, 294 [1925]. 
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wiihrend der Aufarbeitung der Hydrolysate abhlngig sein konne, so daB 
die d-Gls bei Fraktionientng in xhwach alkdischer (Foreman-Bfethode) 
oder neutraler Wsung (Al,O,-Adsorption) nicht gefucden wlirde, warend  
man sie bei der ehfachen HC1-Fallung ohne weiteres erhalte. Deshalb =den 
drei Parallelversuche unter Zusatz von 16N-d, LGls-h ydrochlorid vor der 
20-stundigen Hydrolyse angesetzt, von denen 2 nach Rog l s  Vorschrift (K) 
und eine nach unserer Methode (W) aufgearbeitet wurden. Die Isolierung 
geniigender Mengen reinen 2-Gls-hydrochlorids verlief bei allen drei AnsZitzen 
ohne Schwierigkeiten (K I a, K 11 a ,  W I a). Bei der grokn Reinheit der 
durch Adsorption abgetrennten und als  Hydrochlorid gefallten Gls lie13 sich 
durch Krystallisation aus der berechneten Menge korz. Salzsaure auch leicht 
ein Praparat von [a]D = 0.0 f 0.20 gewinnen (W I b), was uns aus den 
Mutterlaugen der direkt abgeschiedenen Hydrwhlorid-Fraktionen nicht 
gelang. Wir erhielten aus beiden Ansatzen zusammen ein analysenreines 
Priiparat mit starker Linksdrehung ([a]D = -24.20), doch reichte die Merge 
nicht aus, um daraus reiae &Form zu krystallisieren. so daB wir dieses Prii- 
parat zur Isotopenanalyse verwandten (K I11 b). SchlieBlich adsorbierhi 
wir die Mutterlaugen der zweiten Hydrochlorid-Rrystallisation des nach 
Rogl  aufgearbeiteten Ansatzes an die saure Also,-Saule und gewannen a d  
die* Weise eine weitere, rechtsdrehende Hydrochlorid-Fraktion (K W), 
deren "N-Gehalt ebenfalls bestimmt wurde. 

I so t  open  - Anal  y se : D;e Bestimmung der '&N-Konzentration erfolgte 
an dem aus den verschiedenen Proben mch Dumas  in Freiheit gesetzten, 
iiber Lauge von CO, und durch Ausfrieren mit fliissiger Luft von Wasser 
und Kohlenwasserstoffen befreiten Stickstoff in eicem Masserspektrometer, 
das speziell zur Messung von Isotopenverhaltrissen gebaut ist (W. Paule)). 
Die Case wurden mit einer Topler-Pumpe in ausgeheizte, luftleere Ampullen 
von etwa 50 ccm Inhalt, die mit einem Zerschmetterungsventil versehen 
warea, eingefiillt und durch Abschmelzen verschlossen. Nach dern An- 
schmelzen an die Gaszufiihrung des Massenspektrometers ur.d off -en des 
Ventils wurde das Verhaltnis der Molekulmassen 28 (IrNI4N) : 29 (IrN16N) 
analysiert. Treten bei der Dumas-Verbrennurg "N-Atome ( n )  und '*N-Atome 
(m) zu Stickstoffmolekeln zusammen, so ergeben sich solche der Massen 
28 (14N14N), 29 (I4NlsN, 16N14N) und 30 16N"N). Ihre Mergen verhdten 
sich zueinaader wie np:  2 n m : ma. Das gesuchte Verhaltnis n : m ergibt 

a1 :8N 
sich aus - = -- 

2 n m  znN 
n "N 

zu - E 2- 
m LDN 

Daraus laat sich der %-&halt an 16N berechnen: 

(4) 

Ergebnisse :  Die Auswer tung  d e r  I*N-AnaIysen d e r  verschie-  
denen  Gls-Proben ze ig t ,  da13 i n  d e m  von  uns verwende ten  t rock-  

a) Eine genae Vertiffentlichmng erfolgt demnilchst in der Ztschr. Phyaik. 
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nen Mischprotein a u s  4 Brown-Pearce-Tumoren  im Durchschn i t t  
9.9% 1-Glutaminsaure  neben  0.5% d-Glutaminsaure  e n t h a l t e n  s ind  
(Tafel 1). Dabei macht es keinen nennenswerten Unterschied, ob die Hydro- 
lysate nach der Koglschen Vorschrift oder mit der sauren Al,O,-Saule auf- 
gearbeitet wurden 9). 

0 15  / o N  

C'O 

zuges. 

' 3.98 
3.98 
3.98 
3.98 
3.98 

Tafel 1. 

Probe 

X I a . .  . . . 
KIIa.  . _ .  
WIa . , . , 
WIb . . . . 
KIIIb.  . , 
KW . . . . .  
ber. . . . . .  

32.52 5.41 
32.86 5.69 
32.65 I 5.56 
32.65 j 5.50 
32.87 I 5.75 

32.71 ~ 5.50 
_. - 

7.48 
7.59 
7.51 
7.52 
7.47 
7.40 
7.63 

! 1 daraus ergibt sich 

teins in yo an 
I I 

I I-Gls 1 d-Gls 

d. Gls 
isol. 

C'r I 

1.02 
1.06 
1.05 
2.31 
3.17 
1.84 

+31.5  
4-31.4 
+-31.5 

0.0 
--24.2 
7-10 .6  

1 .oo 
1 .oo 
1 .oo 
0.500 
0.116 
0.67 

10.17 I - 
- I 9.66 

9.79 I - 
. -  . '  0.39 

' 0.54 
' 0.53 
I 

*) DieProzentgehalte an 15N sind als UberschuO iiber den im natiirlichen Stickstoff 
Je Ansatz enthaltenen Wert von 0.37 % avgegebetl und in den Rechnungen verwendet. 

(8.0 g Protein) wurden 0.700 g '6N-haltiges d ,  2-Gls-hydrochlorid zugesztzt. 

Von der Gls des von uns analysierten EiweiBes sind also hochs tens  
5% &Form.  Diese Zahl stimmt rnit der M?nge an &Form uberein, die 
durch 20-stdg. Kochen von I-Gls rnit konz. oder 20-proz. Salzsaure durch 
Racemisierung gebildet wird. 0. K. Behrens ,  F. Lipmann ,  M. Cohn 
und D. BurklO) beobachteten beim Kochen von 2-Gls am RuckfluBkiihler 
mit 20-proz. Salzsaure die Bildung von 0.15% &Form je Stunde ( -3% 
in 20Stunden). I,. E. Arnow und J. C. Opsahl1I) fanden nach 30Stunden 
in 20-proz. Salzsaure 2.4%, nach 9 Stunden in konz. Salzsaure 2.2% d-Gls, 
M. Johnson12) nach 35.5 Stunden in konz. Salzsaure unter RuckfluB, wobei 
durch Entweichen von HC1-Gas sich bald eine Konzentration von 20% ein- 
stellt, 4.65% d-Gls ucd V. Klingmiiller13) nach 7-stdg. gleicher Behandlung 
3.5y0, nach 20-stdg. Erhitzen rnit 20-proz. Salzsaure 4.1% &Form. Da 
aIle diese Versuche unter verschiedenen Bedir-gungen ausgefuhrt und auf 
verschiedene Weise ausgewertet wurden, schien es angebracht, im Reihen- 
versuch unter reproduzierbaren Verhaltnissen die Racemisierung von Z-Gls 
noch einmal zu untersuchen. Es wurden zu diesem Zweck Proben von etwa 
1 g reinstem 1-Gls-hydrochlorid rnit 40 ccm 20-proz. und konz. Salzsaure in 
verschlosser en Ampullen bestimmte Zeiten im Olbad auf die Temperatur 
der Eiweil3hydrolyse (logo) gebracht und nach Auffullen mit Wasser auf 
ein genaues Volumen im Cdm-Rohr polarisiert (Tafel 2 und Abbild. 1). 

*) Uber die bei der Isotoperi-Verdiinnungsmethode auftretenden Fehler vergl. 
D. Rittenberg u. G.L.  Foster ,  FuI3n. 2.  

lo) Science [New York] 92, 32 [1940]. 
11) Journ. biol. Chem. 183, 765 [1940]. 
l*) Journ. biol. Chem. 124. 459 [1940]. 
15) Ztschr. physiol. Chem. 878. 97 [1943,. 
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Tafel 2. 

0.452 
1.120 
1.106 
1.01 1 
1.170 
1.112 
1.077 
1.038 
1.041 
1.030 

0 
7 

20 
45 
70 
0 
7 

20 
45 
70 

konz. 50 
100 
100 
100 
100 
40 
40 
40 
40 
40 

+0.88 
+1.03 
+1.89 
i-0.66 
4-0.62 
f2.75 
+ 2.63 
+2.41 
+2.26 
+2.12 

+24.4 
+23.0 
+20.1 
-!- 16.3 
+13.2 
+24.7 
+ 24.4 
+23.2 
+21.7 
-1-20.6 

0 
2.9 
8.8 

16.6 
23.0 

0 
0.0 
3.2 
6.3 
8.5 

Die Nullwerte wurden nach kurzern Anheizen nuf 108O und sofortigem Abkilhlen 
gemessen. 

Wie man sieht, fir.det bei lOSo eine betrachtliche Racemisierung von 
LGls statt. DaB die Abrahme der spezifischen Drehung nicht etwa von 
einer Zersetzung der LGls herriihrt, 
konnte durch Isolierung von 36% 

&I-Gls-hydrochlorid reiner Form aus einem in 100 analysen- Stdn. :R< konx. Salxrdurr 

erhitzten Ansatz gezeigt werden. 
Will man aus den Modellver- 8 

suchen auf die tatsiichlichen Ver- 
h&ltr.isse bei einer EiweiJ3hydroly.w 12 
unter Ruckflul3 schlieaen, so ist zu 
bederken, daB ein grol3er Teil des l6 
HCl-Gases durch die basischen 1o 
Gruppen des Proteins und der 
Aminosiiuren gebunden wird , so 

beim Erhitzen von reiner HC1. Die Abbfld. 1. Racemisiemg von I - G ~ S  h i  108a 
in hoher Konzexitration vorliegen- in 20-proz. und konz. Salzsaure. 
den Aminosiiure- und Peptidhydro- 
chloride entfalten moglicherweise bei der hohen Temperatur eine zupitz- 
liche racemisiererde Wirkung, etwa wie auch Pyridir hydrochlorid eire der 
konz. Salzsaure ahnliche atherspaltende Wirkung besitzt I(). Wir mijchten 
daher annehmen, daI3 die tatsachliche Racemisierurg von I-GIs bei der 
Protei.hydrolyse zwischen den Kurven 1 und 2 der Abbild. 1 zu suchen 
sein wird. 

Wenn man von der Moglichkeit absieht, da13 das von uns untersuchte 
Mischprotein aus einwardfrei als Brown-Pearce-  Tumor diagnostizierten 
Geweben sich grur-dsiitzlich von den von Kogl  untersuchten Protei. en aus 
malignen Geschwiilsten unterschied, so ist es schwer, eine befriedigecde 
Erklarung fur die Abweichungen unserer Befunde von den zahlreicher Utrech- 
ter Ar.alysen, die mit deuterierter Gls angestellt wurden, zu fii-den. Kogl  

%d-Form 
1 = 20-pr o I .  S a I x s durr 

8 
daB richt so vie1 entweicht wie 7 2 0  4s. Stdn: 

. 

j V. Prey ,  B. 74. 1219 (19411. 
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und Mitarbeiter stellten die deuterierte Gls ebenfalls nach der Knoop- 
Oesterlin-Synthese in D,O-haltigem Wasser dar. Die isolierte D-haltige 
Gls enthielt noch ,,semilabil" gebundenes Deuterium l 5 ) ,  das durch 20-stdg. 
Kochen rnit konz. Salzsaure ausgetauscht wurde. Die so erhaltene stabile 
,,Deuteroglutaminsaure" wurde dann durch Krystallisation mit 1- oder 
d-Gls im UberschuB in die optischen Antipoden zerlegt und den Proteinen 
vor der 20-stdg. Hydrolyse zugesetzt. Vielleicht ist es fur die Stabilitat der 
verbleibenden Deuteriumatome nicht gleichgiiltig, ob die Gls mit HCI allein 
oder mit den zahlreichen Hydrolysenprodukten eines Proteirs + HC120 Stdn. 
gekocht wird. Wenn in diesem Fall ein weiterer Austausch von Deuterium 
gegen Wasserstoff stattfande, so ware die am Ende isolierte Gls relativ armer 
an Deuterium, was auf eirie grol3ere Verdiinnung rnit Gewebe-Gls und damit 
auf eitlen hoheren Gehalt der untersuchten Proteine an dieser Aminosaure 
schlieI3en lieBe. So laBt sich unter Umstanden der iiberraschend hohe, mit 
Deutero-Gls erhaltene Totalgehalt (17%) erklaren. Diese eventuelle Fehler- 
quelle -scheidet bei Verwendung von I6N als MarkieruFgsatom aus. Zur 
Priifung dieser Hypothese m a t e  man ,,stabil" deuterierte Gls rnit einem 
gls-freien EiweiB-Hydrolysat, das leicht durch Filtration durch saures Al,OI 
erhalten werden kann, mit konz. Salzsiiure kochen und dann ihren Deuterium- 
gehalt. feststellen. 

Es fallt n.atiirlich auf, daB der d-GIs-Gehalt von Brown-Pearce-Tumoren 
unter Verwendung von Deutero-Gls konstant (etwa 3.5%) gefunden wird, 
gleichgiiltig, ob man die Merksubstanz nach der Hydrolyse zusetzt oder vor 
einer 7- oder 20-stdg. Hydrolyse, wahrend der Gehalt an I-Gls um so hoher 
erscheint, je langer man die Merksubstanz mitkocht. I n  dem weitgehend 
optisch ei-heitlichen Hydrolysev.gemisch kann jedoch der hypothetische 
Deuteriumaustausch von I-Gls eine andere Geschwindigkeit haben als der 
von Deutero-d-Gls. Diese Vermutung liel3e sich experimentell in der gleichen 
oben angedeuteten Weise nachpriifen. 

Beschreibung der Versuche. 
S y n t h e s e vo  n l6N - h a 1 t i  g e m d ,  I -  Glut  a m ins  a u r e - h y d r o c h l  o rid. 

Zu einer Suspension von 1.2 g PdO in einer Losting von 11.4 g NH,Cl 
(16N-Gehalt 4.35%) in 40 ccrn Wasser wurde unter Schiitteln rnit H, in 4 An- 
teilen dieLosung von 5.0 g K e t o g l u t a r s a u r e  und 9.6 g k z r a t r o n  in 50 ccm 
Wasser zugegeben. Nach 20 Stdn. waren 800 ccm H, aufgenommen (ber. 
770ccm). Um vom nicht umgesetzten NH,Cl abzutrennen, wurde in der 
Kalte rnit verd. Salzsaure neutralisiert, durch eine Saule von 500 g HCI-vor- 
behandeltem Al,O, filtriert und mit 1 1  Wasser cachgewaschen. Nach Elution 
der Ninhydrin-positiven Zone rnit Barytwasser, Entferren des Ba++ rnit 
H,SO,, Korzentrieren und Einleiten von HC1-Gas in der Ktilte wurden 4.08g 
rohes GIs-hydrochlorid erhalten, die 2-ma1 aus 20-proz. Salzsaure umkrystalli- 
siert 3.5 g = 55% d. Th. reines GIs-hydrochlorid ergaben. 

C,H,O,N,HCl (183.6). Ber. C 32.71, H 5.50. N 7.63. 
Gef. ,, 32.73, ,, 5.37, ,, 7.53 (Mikro-Dumas). 

l*N-Gehalt 4.35 yo. 

16) D. Rittenberg, A. S. Keston, R. Schoenheimer u. G.  L. Foster, Journ. 
biol. Chem. 126, 1 [1938]. 
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Aus dem Filtrat der Adsorption konnte nach Eindampfen das nicht 
umgesetzte 15N-haltige NH,Cl zusammen mit NaCl quantitativ zurtick- 
gewonnen werden, das in diesem Zustand ftir weitere derartige Synthesen 
zu gebrauchen ist. 

Hydrolysen.  
Das nach der Vorxhrift von Kogl gewonnene, fettfreie, trockne Protein- 

material wurde in 3 Anteilen von je 8.0 g mit 0.7 g 15N-haltigem d,dGls- 
hydrochlorid und 30ccm konz. S W u r e  am Rilckfldkiihler 20Stdn. im 
gelinden Sieden gebalten. 

1) Aufarbe i tung  nach  Rogl:  Die von 2 Ansitzen durch ofteres 
Abdampfen mit Wasser im Vak. erhaltenen Sirupe wurden mit Wasser ver- 
dtinnt, rnit Cu,O geschuttelt, bis sie nicht mehr sauer auf Kongo reagierten, 
nach dem Filtrieren mit H,S entkupfert, im Vak. zur honigartigen Ronsistenz 
eingedampft und dann mif HCl-Gas unter Eiskiihlung gesiittigt. Nach An- 
impfen rnit Z-Gls-hydrochlorid wurde 4 Tage im Eisschrank steheRgelassen, 
d a m  einen Tag im Eisraum (20) abgesaugt und das rohe Hydrochlorid aus 
wenig 20-proz. SalzGure umkrystallisiert. Nach weiteren 24 Stdn. wurden 
die Krystallisate (920 und 900 mg) abgesaugt. Sie enthielten laut Drehung 
8 bzw. 13% d-Form, welche durch Umkrystallisieren aus etwas mehr 20-proz. 
Salzsiiure entfernt wurden. 

K I a :  600 mg, [a];': + 31.5O. 
3.715 mg Sbst.: 4.430 mg CO,, 1.795 mg H,O. - 3.670 mg Sbst.: 0.240 ccm N, 

R I1 a :  520 mg, [alp: +31.4O. 
4.070 mg Sbst.: 4.905 mg CO,. 2.070 mg H,O. -- 4.106 mg Sbst.: 0.273 ccm N, 

(758 mm. 25O). - Gef. C 32.86, H 5.69. N 7.59. 

Nach Einengen der siruposen Filtrate und Einleiten von HC1-Gas bei 00 
wurden aus beiden A d t z e n  je 100 mg weiterer Gls-hydrochlorid-Krytalle 
gewonnen, die nach dem Absaugen z u s a m e n  2-ma1 aus 20-proz. Salzsiiure 
umkrystallisiert wurden. 

(762 mm. 26O). - Gef. C 32.52, H 5.41, N 7.48. 

K 111 b :  105 mg, [a]F: -24.20. 
3.485 mg Sbst.: 4.200 mg CO,, 1.795 mg H,O. - - 4.030 tng Sbst.: 0.264 ccm N, 

2) Aufarbe i tung  rnit d e r  s a u r e n  Al,O,-Saule: Das Hydrolysat 
wurde nach Abdampfen im Vak. mit Wasser auf 100.ccm aufgefiillt, mit 
NaOH neutralisiert und am niichsten Tag nach Abfiltrieren der ausgeschie- 
denen Huminflocken durch 300 g HC1-vorbehandeltes Al,O, filtriert. Nach 
Waschen rnit 500ccm Wasser wurde die Ninhydrin-positive Zone mit ge- 
siittigtem Barytwasser eluiert, bis nach phenolphthaleinalkal. Reaktion des 
Eluats noch 30 ccm abgeflossen waren. Das schwach alkal. Eluat wurde mit 
HaO, genau neutralisiert, vom ausgeschiedenen Al(OH), filtriert, nach 
2-maligem Auskochen des Niederschlag mit Wasser mit H$O, kongosauer 
gemacht und darauf im Vak. auf 30 ccrn eingeengt. Nun wurde alles Ba++ 
mit H$O, ausgefallt und rach dern Zentrifugieren und 2-maligem Auskochen 
des BaSO, mit wepig 2-n. HC1 bei 00 HCl-Gas eingeleitet. Die ausgeschiedenen 
Krystalle (860 mg) wurden nach 2 Tagen abgesaugt und aus 20-proz. Salz- 
&we umtrystallisiert. 

(752 m r ~ ,  23O). - Gef. C 32.87, H 5.75, N 7.47. 
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W I a :  700 mg, [a], +31S0. 
3.725 mg Sbst.: 4.460 mg CO,. 1.805 mg H,O. - 3.506 mg Sbst. : 0.230 ccm N, 

(752mm. 22O). - Gef. C 32.65, H 5.56, N 7.51. 

Die Mutterlauge von W I a wurde auf 10 ccm eingeengt und newrlich 
rnit HC1-Gas bei Oo gesattigt. Nach 2 Tagen wurde abfiltriert und der weiig 
rechtsdrehende Niederschlag (760 mg, [a]:: f9.900) bei Oo zur Losung des 
Gls-hydrochlorids rnit 30 ccm konz. Salzsiiure 1 Stde. geschiittelt. Nach 
dem Abfiltrieren zeigte der Filterruckstand [a];:: + 30.00, die Mutterlauge 
wurde auf 7.0 ccm eingedampft und rnit HC1-Gas bei Oo gesattigt. Nach 
2 Tagen wurde abgesaugt. 

W I b: 350 mg, [a]:: fO.OO. 
3.325 mg Sbst.: 3.980 mg CO,, 1.635 mg H,O. - 3.865 Ing Sbst.: 0.254 ccm N, 

Gesamtausb. an Roh-Gls-hydrochlorid : 1620 mg (920 mg nach Abzug 
der 16N-baltigen Gls-HC1) = 9.25% des Trockenproteins. 

Die siruposen Mutterlaugen der Krystallisationen K I b und K 11 b 
wurden nach Verdiinnen und Neutralisieren eberfalls durch die saure Al,O,- 
Saule laufen gelassen. Aus der Aminodicarbonsaurezone erhielt man Y ach 
Eluieren rnit Barytwasser 530 mg Gls-hydrochlorid vom [aID: + 13.5O. h i d e r  
fie1 diese Fraktion einem Laborunfall zum Opfer, doch lieBen sich aus der 
Mutterlauge nach Einengen noch weitere 100 mg Gls-hydrochlorid gewinnen, 
die aus 20-proz. Salzsaure umkrystallisiert wurden. 

(761 mm, 25'). - Gef. C 32.65, H 5.50, N 7.52. 

K W: GO mg, [a]?: + 10.Go. 
3.644 Ing Sbst.: 0.237 CCN N, (764 inm. 27O). - Gef. N 7.40. 

Massenspekt rometr i sche  Analyse. 
1) Gewinnung d e r  N,-Proben: Je 50 mg Gls-hydrochlorid wurden 

in der Makro-Dumas-Apparatur I/, Stde. mit CuO verbrannt urd das 
N2-Gas i i  einem mit Schliff versehenen Azotometer iiber 30-proz. Natron- 
lauge aufgefangen. Nach beerdeter Verbrennurg wurde das Gas in eine 

luftfrei gepumpte Ampulle, die rnit zwei Hahnen versehen 
war (s. Abbild. Za), eingelassen. Nach SchlieBen von Hahn 
A und Losen vom Azotometer wurde die Ampulle an 
eine Topler-Pumpe angesteckt und 1 Stde. i 1 fliissiger 
Luft gekiihlt. Dann wurde nach Offnen von Hahn B das 
Gas mit der Topler-Pumpe in eine luftleer gepumpte 
Ampulle ( Abbild. 2b )  rnit Zerschmetterungsventil (2) 
iibergefiihrt. In  dieser kam es cach Abschmelzen bei V 
zur masserspektrometrischen Analyse. Nach Anschmelzen 
an das Massenspektrometer kann das Ventil Z durch Zer- 
schmettern mit einem magnetisch hochgehobenen Eisen- 
stiickchen geoffnet werden (Abbild. 2, a und b). 

2) Ausfi ihrung de r  Analysen:  Das fur die Isotopenanalyse ver- 
wendete Massenspektrometer zeigt folgende charakteristische Merkmale 
(Abbild. 3): Das zu untersuchende Gas wird durch StoB pendelnder Elek- 
tronen ionisiert. Die Elektronen, die von der Kathode K, emittiert werden, 
fliegen durch ein Anodenkastchea hindurch, kehren vor der zweiten Kathode 

Z 

a 

Abbild. 2.  

A IL l v  
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K, um und fliegen zurtick. Um zu vermeiden, daL3 sie direkt auf die Anode 
gelahgen, werden sie durch ein mapetisches Ungsfeld gefiihrt. Auf ihrem 
Weg ionisieren sie die zu untersuchenden Gasmolektile, die durch ein Gitter 
aus dem Anodenkastchen herausgezogen werden und durch eine elektro- 
statische Zylinderlinse auf den Spektrometerspalt S, konzentriert werden. 

Abbild. 3. Massenspektrometer fur die Isotopcxinxialysc. 

Die Ionen, die alle die gleiche Geschwindigkeit entsprechend der Beschleuni- 
gungsspannung von 1OOOV erhalten haben, treten nun divergent in den 
magnetischen Ar-alysator, ein Sektorfeld von 60°, ein, durchlaufen hier eine 
Kreisbahn, deren Radius je r.ach der Masse der Ionen verxhieden ist und 
werden hir.ter dem Feld in der Ebene des Spaltes S ,  durch die Linsenwirkung 
des magr.etischen Feldes wieder vereinigt. E.-tbalt das durch den Spalt S1 
treter.de Ior.er biir.de1 z. B. die Massen 28 und 29, so entstehen in der Spalt- 
ebene S, 2 Bilder des Spaltes S,. Man verandert nun die Magnetfeldstiirke 
so, daI3 abwechselnd die eine und die aqdere Masse durch den Spalt S ,  fallt 
und vergleicht die auf den Auffi nger fallerden Ionerstrome miteinander. 

Bei der verwendeten Versuchsanordwvig betragt der Ablenkradius 
20 cm, die Spalte S, und S, sind 0.2 bzw. 0.4 mm breit. Zur Messung der 
Ionerstrome wurde ei:i Rohrenelektrometer mit einer max. Empfindlichkeit 
von l(r cm/V verwendet. Es wurde in folgender Reihetifolge gemessen: 
Nullpur kt des Elektrometers, Maximalinter sitat der Masse 28, Masse 29 
und Nullpunkt. Fur ei-:e MeBreihe wurden 5-10 Einzelmessungen gemacht, 
aus denen die Ergebrisse geniittelt wurden. Urn beide Intensitatsmaxima 
mit gleicher Ger.auigkeit zu messen, wurde mit 2 verxhiedenen Empfindlich- 
keiten des Elektrometers gearbeitet ; die beiden MeBbereiche wurden mit 
einem Stopselwiderstand geger eit- ar der geeicht. 

Fehler im Mixhungsverhaltr is 14N : I6N konnen dadurch entstehen, 
dafj die Massen 28 und 29 nicht nur durch das zu untersuchende Gas, sondern 
auch durch Beimengwgen von CO (28) und Kohlenwasserstoffen (C,H,, C,H,- 
Radikal aus dem Dichtungsfett) belegt sir.d. Deshalb wurde die gesamte 
Apparatur mehrere Stunden bei 3000 ausgeheizt. Das Stickstoffgas stromte 
durch eine Capillare und eine mit fltissiger Luft gekiihlte Glaswendel in die 
Ionenquelle. Auf diese Weise gelang es, den Untergrund, der durch Fremd- 
Ionen hervorgerufen wird, auf weniger als 1% der Ioneninttnsit5t der Stick- 
stoffmolektile herabzusetzen. Da er iibrigens bei d e n  Messungen gleich stark 
vorhanden war, wurden dadurch entstehende Fehler ausgeshlossen. 
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Meaergebnisse .  
Von jeder Stickstoffprobe wurden mehrere MeBreihen an verschiedenen 

Tagen durchgefiihrt. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten : 
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Probe*) 14N: 1*N % 16N 

Merksubstanz 22.0 4.35 f 0.05 
K I a  . . . . . . .  70.8 1.39 f 0.01 
K I I a  . . . . . .  68.8 1.43 f 0.01 
W I a  ...... 68.5 1.44 f 0.02 
W I b  . . . . . .  36.4 2.68 f 0.03 
K I I I b  . . . . .  27.2 3.54 f 0.03 
K W ....... 44.2 2.21 f 0.02 

*) 2 Proben wurden immer 
abwechselnd ausgemessen und 
zwischendurch wurde zur Kon- 
trolle eine bereits fruher gemessene 
Probe wiederholt. Die angegebe- 
nen Fehlergrenzen sind nicht die 
mittleren quadratischen Fehler, 
sondern ungefHhr das 3-fache 
dieses Wertes. Auf diese Weise 
ist unkontrollierbaren kleinen 
systematischen Fehlern Rechnung 
ge tragen. 

In  Abbild. 4 ist ein ,,Spek- 
trogramm" der Probe W I b 
dargestellt. Beide Ionenstrome 
sind hier mit gleicher Emp- 

Abbild. 4.. Spektrogramm d. Stickstoffprobe W 1 b. findlichkeit des Rohrenelek- 

Als Beispiel fur die Genauigkeit der Messungen sind nachstehend die 
Daten der MeBreihe am Stickstoff aus Probe K I a angegeben: 2W: ZBN 
= 34.9; 35.1; 35.9; 35.5; 35.1; 35.0; 35.7; 35.8; 35.6; 35.5 (Mittel 35.4). 

Frl. I,. W i r t h  und Frl. H. F r e m e r e y  danken wir sehr fur die eifrige 
Mithilfe. 

trometers gemessen. 

- 

10. Hans  B r o c k m a n n  uad H e r m a n n  JunQe: uber Benzo- 
pyryliumverbindungen, 11. Mittell.*) : Acylierung und Meth lierung. 
[Aus dem Institut fur Organ. Chemie und Biochemie der Reichsuniversitat Posen.] 

(EiFgegaogen am 8. November 1943.) 
Bei der Bearbeitung der ,,Drachenblut"-Farbstoffe Dracorubin  *) und 

Dracorhodinz), die nach unseren Befunden 2-Pheyyl-benzcpyrylium- 
derivate sind, wurde auch ihre Acylierung und Methylierung untersucht. 
Dabei haben wir diese Reaktionen zum Vergleich bei einigen eirfachen Ver- 
tretern der 2-Phenyl-benzopyrylium-Reihe durchgefiihrt. AIs Modellsubstam 
wahlten wir zunachst das gut krystallisierende und in seinen Absorptions- 

*) I. Mitteil.: B. 76, 1028 [1943]. 
I) H. Brockmann u. R. H a a s e ,  B. 69, 1950 [1936]; 70, 1733 [1937]. 
*) H. B r o c k m a n n  u. H. J u n g e ,  B. 76, 751 [1943]. 




