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unter Kiihlung mit Ris inherhalb von 15 Min. eine iiquimolekulare Mengc Athylcnimin. 
Die ganae Masse ist dann fast vollstandig krystallin erstarrt; sie wird zweckmaBig noch 
mehrere Stunden im Kaltebacl belassen. 

Die Additionsverbinduhgcii sind in fast allcn Losungsmittcln auBerst leicht 18slich, n w  
die des Cyclohexanons und des nz-Nitro-benzaldehyds sind in Petrokther scliwer 1Bslich. 
Aus ciner sehr konzentriertcn Losung in i4ther krystallisicren sie bci weitereni Einclunsten 
an der Luft in farbloseii Schuppen. Die Additionsverbindung des n-Riityraldehyds koantea 
wir dagegen nur durch dusfrieren und Absaugen auf einer niit einer Eis-Kochsalz-hZischung 
gekiihlten Fritte isoliereh. Versuchsergebnisse s. in der Tafel 1. 

Zur Darstellung dcr K o ndens a t i oils v-er b ihdung en werden dic Carb6bylvcrbin- 
dungen in gleicher Weise mit 2 Mol. Athylenimin umgesetzt. Das Reaktionsgemisch 
wird in1 langsam auftauenden Kaltebad belassen und noch einige Tage bei Zimmertempc- 
ratur eufbewahrt. Bei tler Destillation i.Vak. erldt, man daan, nachdem. hicht um- 
geset,ztes Bth ylehimin und das bei der Eondensation entstandeae Wasser abgesaugt sind, 
aebeh der unveriinderten Carbonylverbindung die Bisathylenimino-Verbindung. Die in 
deii Tafelw angegebenen A4usbeute~ werden erhalteB, wean das Reaktiohsgemisch 7 Tage 
bei Ziinmcrtempcratur aidbewahrt wird. Sie sind in einigen Fillen erheblich geringer, 
wehn die Destillation friiher vorgenommen wid. Versuchsergebnisse s. in der Tafel2. 

83. Theodor  Wieland und Li se lo t t e  Wirth: Papierchromatogra- 
phische Analyse der durch Erhitzen mit Alkali gebildeten Zersetzungs- 

produkte von Serin, Threonin und Cystein. 
[Aus dem ITaiser-\~ilhrlm-Tnstitut fur Xedizinische Eorschung, Institut fiir Chemie, 

Heidelberg ] 
(Eingegangen am 2 .  August 1949.) 

Beini Erhitzen von Berm und Threoiiin mlL Alkali bilden sich 
Glycin, Manin und a-Amino-buttersiiwe. Cystein liefert bur Alanin. 
Die gebildeten Aminosaurcn wnrden papierrlirometogr~~h~sch ge- 
tronnt, die Mechanismen ihrer Bilduhp werden erijrtert. 

Die Zahl und Cenauigkeit der S'erfahren znr Analyse von Aniinoshure- 
gemischen hat sich in den letzten Jahren erheblich vermehrt. Mit Hilfe der 
mikrobiologischen, ionophoretischen und chromatographischen Bestimmungs- 
weisen konnte man nahezu samtlichc bci der saurm Hydrolyse gewisser Pro- 
tcine auftretenden Spaltprodukte quantitativ erfassen und damus Baustein- 
summenformeln aufstdlen. Bei der mitunter ebenfalls angewandten Hydro- 
lyse durch Alkali erleiden jedoch manche Proteinbausteine tiefgreifende Ver- 
anderungen. Es sind zahlreiche Arbeiten erschienen, die sich mit dem Schicksnl 
von Bminoshuren beim Kochen mit Alkalien befassed). Trotzdem schien es 
iins wiinschenswert, diese nicht nur fur den Analytiker, sondern auch fur den 
organischen und biologischen Chemiker interessanten Umm-andlungen mit der 
eleganten und empfindlichen papierchromatographischen Methode2) neuer- 
lich zu untersuchen. Daliei richteten wir unser Augenmerk nur auf die Um- 
wandlungsprodulite, die niit Ninhydrin posihive Farbreaktion geben. 

') Vergl. A. J. P. Martin u. R. L. N. Syage, Analytical Chemistry of Proteins, in 
Advafices in Protein Chem. 11, 1 [1946] u. A. Neuberger, Stereochemistry of Amino 
Acids, eboada IV, 297 [194S]. 

2, R. Consden, A.  H. Gordon u. A. J. P. Martin,  Biochem. Journ. 38,224 [19441. 
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Da13 beim Kochen mit Barytwasser aus Ser in  langsam Ammoniak abge- 
spalten wird, hat schon E. B a u m a n n  1882 beobaohtet3). Spater hat B e t t -  
z ic  c he4) diese Itraktion etwas eingehender studiert und als Spaltungsprodukt 
ncbcn Ammoniak Brenztraubensaure festgestellt. x-Amino-p-oxy-p-phenyl- 
propionskure (Phenylserin) wird durch Alkali glatt zu Benzaldehyd und Glycin 
gespalten, eine Aldolspaltung, die am Serjn nicht beobachtet wurde. Doch 
t,ritt sie, wie 17. S. D a f t  und R. D. Coghill fanden, auch beim Serin auf, denn 
als I'rodukte der 72-stdg. Zersetzung niit heifigesattjgtem kochenden Baryt- 
wasser ltonnten Oxalsaure, Milchsaure und Glycin mit Sicherheit identifiziert 
wcrden. Danebtm entstand in kleinerer Mengc eine weitere Aminosaure, die, 
d s  cc-Naphthyl- uraminosiiure isoliert, etwa den Schmelzpunkt der aus a-Naph- 
thyl-isocyanat und Alanin gewonnenen Verbindung hatte5). 

Dic papierchromato- 
graphische Untersu- 
vhang cines Ansatzes 
von 50 nig Ser in ,  das 
tnit 0.5 ccm hcil3gcsiLt- 
tigtcin Barytwasser 15 
Stdn. im zugeschmolze- 
ricn rtohrchen auf l l O o  
crhitzt worden war, er- 
gab niin nach dem Neu- 
trdisieren mit Schwefel- 
skur? rnit aller Deut- 
lichkcit, da13 neben wenig 
unvcrhndertem Serin 
Pilie grol3e Menge Gly- 
c in  mid in erheblicher 
Mrnge Alan in  aufge- 
trrtcn war (Abbild. 1, 
Nr. I) .  Dsmeluen findet 
sich noch in vie1 gerin 
gerer Konzentration eine 
weitpre ninhydrinposi- 
tivc Substanz mit 
griil3erem E,-Wert. Die 
rcticmtiometrische Aus- 
wertung6) cines Abbild. 1. Aufstcigendes Papierchromatogramm 
Chromatogremms er- wasserhaltiges Phenol) der alkalischen Zersetzungs- 
gab, daB siCh die a- produkte von Serin und Threonin. 1,2,  3 und 4 s.Text, 

5 = Serin-Alaainmischung, 6 = Glycin, 7 = a - Amino- 
Amino-earbonsaurendes buttersiiure, 8 = Threonin ('la natiirl. GroOe). 

J, B. 16, 1733 [1882]. 
") E'. Rotteicchc u. K. Monger ,  Ztschr. physial. Chem. 173,56 (19271. 
5, Journ. bid. Chcm. 90, 341 [1931]. 
6, Th. Wieland u. E. Fischer,  Naturwiss. 36, 29 [1948]; Th. Wielahd, Angew. 

Chem. 60, 313 [1948]. 
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Spaltnngsansatzes aus 1 8101. Serin, 12.5 Alol. Gl;Vc.in und 4.5 Mol. Alanin 
zusammensetzten (Abbild. 2). 
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dbbild. 2. Retentiograpliie des Pspiercliromatograinms eines 
Zersetzungsansatzes von Serin. 

Zur Deutung des Mechanismus dieser Spdtungsrcaktion wird men sich 
wohl mit Recht der Formulierung hedienen, rvonach durch Wasserebspaltung 
aus Serin und seinen Derivaten zuniichst c/.-Amino-acrylsiiure bzw. deren Ab- 
kiimmlinge hervorgehen. Diesr zerfallen bei dcr Hydrolyse in Pyruvat und 
Ammoniak (l)', ". Daneben stellt sich aber wohl mit gleicher Geschwindig- 
keit ein Aldolgleichgeviicht ein, das uberwiegend auf der Seite der Spaltungs- 
produkte Bormaldehyd und Glycin liegt ( 2 ) .  Der Aldehyd kann nun unver- 
iindertcs Scrin zu Alanin reduzieren ; wahrscheinlicher schpint uns aber, daI3 
das Alanin seine Entstehung der H e  r b s t schen Urnaminier~~ngsreaktion~) zwi- 
schen Glycin oder Scrin und Brenztraubensaure rerdanlit (3). 

R 
I 

R 
I 

R 
I 

CO,H CO,H 

R R' 
I I 

i HC.NH, 
I 

CJO,H 

J 

R = H  oder -CW,, R'=H, -CH,OH oder -CH(OH).CH, 

Die Vmkehrbarkeit von Glejchung (2) gibt sich im Auftrettn von Alanin 
beim barytalkalischen Erhitzcn von Glycin mit B'ormaldehyd zu erkennen 
(Abbild. 1, Xr. 4). Buch hier erkennt man im Chromatogremm aul3er Glycin 

7, N. Borgmann,  A. Miekeley u. F,. Ksnn ,  Ztschr. physiol. Chem. 146,247 [1925]. 
0. A. Nicolet, L. A. Shihn u. L. J. Saidel, Joum. biol. Chcm. 142, 609 [1942]. 
R. M. Herbst, Journ. Amer. diem. Soe. 58, 2239 [19361. 



Nr. 6/1949-)1 Papierchr,oinatograph Lsche ilnalysc.. 47 1 

und Blanin die schneller wandernde Aminosaure, die, nach ihrem R,-Wert: 
geschiitzt, etwa 5 C-Atome haben mul3. nber  die Struktnr dieses Konden- 
sationsprodnktes von Glycin mit Fornialdehyd konnen wir vorerst noch keine 
,4ussagen machen. 

Beim Erhitzen rnit kaltgesiittigtern (etu a 0.3 n) Barytnasser tritt lieine 
der heobachteten dnderimgen am Scrin auf. 

Erhitzt man Threon in  unter den beim Serin geschilderten Bedingungen 
mit heisgesiittigtem Barytwasser, so tr i t t  im Papierchromatogramm deutlich 
aul3er unveriindertem Ausgangsmaterial der 3F leclien des Glycins auf (Abbild. 1, 
Nr. 2).  Die Isoliening dieser Aminosiiure bereitete keine Schwierigkeiten. Wie 
wir namlich vor langerer Zeit gefunden habedo), bildct der Cn-Komplex von 
Glycin als einziger von allen untersuchten beim Siittigen der waI3r. Losung 
mit Phenol eine in dcr Kiilte nur z u  0.05 "/b losliche Additionsverbindung der 
Zusammensetzung ( C , H 4 0 ~ ) , C u + 2 C , ~ I , 0 H ,  dic sich in hellblauen Krystallen 
abscheidet. Aucli m- und p-Kresol geben krystallisierte Additionsvcrbindun- 
gen, die etwas leichter liislich sind, w&hrknd mit o-Kresol keine ilbscheidung 
erfolgt. I m  Chromatogramni des Zersetzungsansatzes fand sich weiterhin eine 
als Proteinbaustein nicht mit Sicherheit aufgefundene Aminosiiiure. Der Tier- 
gleichmit synthetischdargestellter a -  Amino-  b u t t e  rs8urell)im eindimensio- 
palen Chromatograrnrn (8bbild. 1, Nr. 7 )  sowie im zweidimensionslen niit 20 % 
wasserhaltigem Phenol tind eineni n-Butanol-Propionsbure-Wassergemisch (2.1 : 
1 : 1.4 Vo1.-Tle.) ergab rindeutig die Identitiit. Die Aminosaure verdankt ihre 
Entstehung wahrscheinlich eineni Mechanismus, der analog demjenigen ist, der 
zUr Bildung von Alanin aus Serin fuhrt. In  Nr .  3 von Abbild. 1 ist das Chro- 
matogramm des Threonin-Zersetzungsvrrsuches in Gegenwart 1-on Formalde- 
hyd abgebildet. Hierbei ist, mie a ~ s  Nr. 4 (Abbild. 1) zu errvarteri war, diirch 
Kondensation von Glycin mit Formaldehyd iind die weiteren beim Serin ge- 
schilderten Veriinderungen dlanin aufgctreten. Auch der Flecken der langrr- 
kettigen Aminosaure findet bicb, allerdings nur in sehr geringer Starke. 

Wie brim Serin, so fuhrt auch beim Threonin liingeres Erhitzen mit k a l t -  
gesiittigtern Barytwasser zu keinerlei Veranderung. Hingegen beobachteten 
wir, daO nach 12-stdg. Hydrolyse cines threoninhaltigen Ol igopept id  s mit 
kdtgesattigtem Barytwasser Threonin in Gly cin verwandelt wurde. Die La- 
bilitat der Rindung zwischen dem K- und p-stiindigen C-Atom ist also liei der 

ill die Peptidkbtte eiiigebauten ()xyaniinosiiure ganz wesentlich gcstrigert. iihn- 
lich wie man es bei Alkylsubstitution des Stickstoffs antrifft. So erleiden die 
Retaine von Serin, Threonin, Oxyasparaginsaure, P-Oxy-glutaniinsaure und 

lo) Th. Wielend, Fiat Reviews, Biochemistry 111, S. 1 [1948]. 
' I )  Des hach der Streckcrschen Methode aus Propionaldehyd daigwtcllte, nur eimnal 

umkrystallisierte Priiparat enthalt Spureh Ton Alanin, des aus einer I'erunreinigung des 
verwendeten Aldehyds niit Acetaldehyd stammt und im Papierchromatogramm gerade 
noch sichtbar ist. 

~~ 
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cis- sowie truns-Phenylserin schon beim Versuch ihrer Hereitiing am den 
Aminosauren rnit Dirnethylsulfat und Alkali eine ,,retrograde" Aldolspaltung 
zti den rntsprechcnden Aldehyden und G1ycin-betainl2) (s. Gleichung 8. 471). 

Auch das u-Wasserstoffatom schcint in substituierten Aminosauren beson- 
ders locker gebunden zu sein: Es failen solche Derivate leicht der Racemi-  
sieru ng  durch Alkali anheim, einem Vorgang, der ja mit der Labilitiit des u- 
stiindigen Wasserstoffatoms zusammenhangt. Weiterhin scheint die zu Amino- 
acrylsaure-Derivaten fiihrmde Wesserabspa l tung  in den gebundcnen Oxy- 
aminosiuren begiinstigt8), Nun stellt sich zudern heraus, daB auch die Bindung 
des am r-Kohlenstoffatom haftenden P-(:-Atoms durch Amidt-erknupfung 
der Carboxygnippe und Acylierung des Stickstoffs stark gelockert wird. 
Diese Spaltung der Kohlenstoffkette durch ,4lkali vermil3t man vollig beim 
Cystein. 

Cy s te in  ist ebenso Mie Cystin gegen Alkali besonders labil. Bekanntlich 
l a D t  sich ein Teil dcs Schwefcls von Proteinen dwch Erhitzen mjt alkdischer 
Plumbit-Losung als Bleisulfid abspalten. Sein TJrsprung liegt in den SH- 
Gruppen der Cysteirireste. Xach F. G. Hopliin sI3) ist die Sulfhydrylgnippe 
des Cystcins im Tripeptid- Glutathion leichter als Schwefelwasserstoff abspalt- 
bar als in der freien .4niinos&nre, ebenso wie in bestimmten cystinhaltigen 
Diketopipernzinenl4), doch-erleidet auch die freie AminosLure leicht eine alka- 
lische Zersetznng zu SuJfid, Animoniak und P y ~ u l z t ~ ~ ) .  H.V. Linds t rom und 
W. M. Sands  t rom ,die clieSatur samtlicherZersetzanqsprodiikte iiikochendem 
2 n Ba(0H) anallysierten16), fanden neben Brenztraubensiiure, Ammoniak und 
Schffcfclffasserstoff Thiomilchsaure und die am der Weiterreaktion der Brenz- 
trauhensa -ire herriihrenclen eyclischen Produkte Uvitinsaure (I) und Uvitonin- 
saure (11). Ncben diesen Yrodukten fanden die amerikanischen Autoren awh 

~~~ 

W i e  1 a n d ,  Wirt  h : 
_ _ _ _ _ _ _ _ ~ ~  ~ ~ ~ 

I. 11. 

Alanin, das jcdocli nicht isoliert werden lionnte. Die papicrchron~atographiscIie 
Analjw eines Spaltungsansatzes von Cystein mit heil3gesiittigtem Barj-ttvasser 
e r p b  nun eindeutig, da13 als cinzige ninhydrin-positive Substanz in betriicht- 
licher Menge Alanin vorlag. Fur eine Spaltung der Kohlenstoffkette, \vie wir 
sie beim Serin und Threonin beobachtet hatten, ergab sich keingrlei Anhalts- 
punkt. Hierbei, m-o das Auftreten von Fornialdehyd also ausgPschlossm ist, 

12) H. E. C a r t e r  u. L). B. Melvi l le ,  Journ. biol. &em. 133,109[1940]; H. D. Dakin,  

j 3 )  Journ. biol. Chem. 84, 276 119291. 
la) fit. Bergmann u. F. S t a t h e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 1.52, 189 [1926]. 
15) B. H. Nicole t ,  Joum. Amer. chem. Soc. 53, 3066 [1931]. 
la) Journ. biol. Chem. 138, 446 119401. 

ebende 140, 847 [J941]. 
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komint als Mechanisimus fiir die -4laninbildung am ehesten der der Lmami- 
nierungsrcaktion zwischcn der aus cinem Teil des Cysteins gebildeten Brenz- 
traubensiiure und unveriindertem Cystein in Fiage. 

Beschreibung der Versuohe. 

Ausfi ihrung d e r  Spal t ,uhgsansa tze :  Die Aminosauren(50 mg) wurdenmit 0.5 ccni 
kalt- odcr hciCgeslttigtem Barytmasser ih ein Jehaer Beagensrohrchen eingeschmolzeh 
und 15 Stdri. auf 110" rrhitzt; dam uvrde der Iiihalt init Schwefelsiiure genau neutrali- 
siert, das Bariumsulfat abzentrifugiert und mchrmds mit heiljem Wasscr gewaschcn. Das 
Zebtrifugat und die Waschwasser wurdeil sodantl i.Vak. auf 1 ccm eingedampft und so 
zur papierch~omato~raphischen Ahalyse vcrwendct. 

P a p  i e r  c h r on1 a t  ogr ap  h ie : Zur Papierchromatographie benutzteii wir Whatman- 
Papier Nr. 1. Die Streifen (25/2-8 em) wurden nach Aufbringen des Substanztropfens an 
das untere Ende uater eine Glasglocke iil  das Losungsmittel gebaigt, das sich in 10 bis 
12 Stan. bis zum obcreeri Rand aulsaugte. Fur zwcidimcnsionalc Chromatogramme wurdc 
bei quadratischen Blattern (23 x 25 em) die Zvlindemethode von R.. J. Wil l iams  und 
H. Kirby17) aiigewttndt; die Siclitbarmachung erfolgte durch Brspriihen init einer 0.5- 
prroz. Tasung von Kinhydrin in 5 yh wasserhaltigem Butanol, dem eihigc Tropfeh Eisessig 
zugesetzt wurdeh, und Erwaimen im Trockenschrank auf 110". Als Lfisungsmittel ver- 
webdeteh wir : 1.) 20% wasserhaltiges Phenol; das Phehol wurdc 'durch Vak.-l)estillation 
iiber Ziakstaub farblos erhalteh uhd bleibt so, wenh niah bei der Chromatographie ein 
Schalcheh rnit Nat,riumcyanid unter die Glocke bringt. 2.) Eine Mischuhg aus gleichen 
Teileil A und B (A = 126 ccm Ti-Butanol, 8.6 ccm H,O; B = 62 ccm Propionsiiure, 79 ccm 
H,O). Bei unvollstandiger Mischuhg (zu niederer Temperatur) gibt man vorsichtig Pro- 
piunsaure bis zur Homogenitat zu. Das Gemisch bildct bald etwas Propionsaurebutyl- 
cstcr, von dcm ldeihe Xengen hichts schadetl ; es sol1 aber alle vier his fiihf Tage erneuert 
werden. 

Tsolierung v o n  Glycin:  Die neutralisierteh Spaltuhgsansatze von je 60 mg Ser in  
oder T h r e o h i h  wurdch durch Kochcn mit Kupfercarbonat in die Issung der Kupfer- 
Komplexe verwahdelt. Zur filtriert,en, eisgekiihltcn L6suhg (etwa 2 ccm) fiigt'e man tropfen- 
weise so lange verflussigtes Pliehol, his dieses eben nicht mehr in Losung ging. Nach 
kurzcr Zcit bcgann die lfiystallisation der hellblaueh Additionwerbindung, voh der am 
nbchsten Tage abgesaugt iind die mit wehig eiskaltem, phenolgcsattigtem Wasser nach- 
gewaschen wurde. Aus der Spaltung von Serin wurden 40 mg, aus der des Threohins 
30 mg erkialten. Das aus Glycin-Kupfer bereitete Krystallisat ist zu 5 nig in 10 ccni 
phenolgesattigtcm Wasser von 0" loslich. 

(C,H,O,K),Cu+ 2 C,H,O (199.8) Ber. N 7.01 Gcf. N 7.00. 
Addi t ionsverb indung voh Glyc in-Kupfer  m i t  m- u p d  p-Kresol :  Herstellung 

aus kaltgesatt. Clyoin-Kupfer-L6suiig, wie bci Phcnol beschriaben. Liislichkeit fiir beide 
etwa 2-3 mg/ccm phenolgesatt. Wasser Iiei O o .  

(C,H,O,PU'),Cu + 2C,H80 (213.8) Bei. N 6.66 Gef. ZJ 6.72 (m-KresQlverb.), 
6.50 ( p  -Kresolwrb.). 

0-Kresol gibt iin selben Versuchsansatz kcine schwer liisliahe Verbindung. 

17) Science 107, 481 [194S]. 




