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(1640 em~—1) ist auch wieder im Anhydritspektrum (bedeutend schwi-
cher) zu finden. Sie hat eine Begleiterin bei 1540 cm—1, ist also an-
scheinend verdoppelt. Fiir die bei lingeren Wellen beginnende starke
Absorption ist die 9 y-Bande des Sulfats verantwortlich.

Liechti unterscheidet in der ,,Oxyd‘‘-schicht 3—49, freies und
2--39%, gebundenes Wasser. Dasselbe geht wohl aus unserem Befund
hervor, wonach eigentliche H,0-Molekel, sehr wahrscheinlich neben
Hydroxyd, in der Schicht vorhanden sind. Die Verdoppelung der
Wasserbande bei 3400 em~* (3 ) deutet ja — wie erwdhnt — auf das
Nebeneinander von H,O und Hydroxyd hin.

Man kann sich auch fragen, ob das Vorhandensein des verschieden
stark gebundenen Wassers nicht im Zusammenhang mit dem Aufbau
der Oxydschicht aus einer innern, diinnern aber dichten Haut und
einer dussern, porosen, relativ dicken Deckschicht steht.

Forschungsinstitut Neuhausen der Aluminium-Industrie A. G.
(Chippis).

247. Trennung von teilweise racemisiertem Methionin
in d,l- und /-Form?)
von K. Vogler und F. Hunziker.
(18. X. 47.)

Zur Gewinnung von [-Methionin fiir Versuchszwecke waren wir
auf ein technisches Abfallprodukt angewiesen, welches eine fast aus-
schliesslich aus den schwerer 16slichen Monoamino-monocarbonsiuren
bestehende Protein-Hydrolysat-Fraktion darstellte.

Die Methoden, nach denen aus diesem Material einzelne Amino-
sduren gewonnen wurden, interessieren in diesem Zusammenhang
nicht naher. Wichtig ist nur, dass bei einer dieser Methoden der
Haupttrennungsgang in einer Veresterung und fraktionierten Destil-
lation der Ester nach K. Fischer bestand. Das gewonnene Methionin
war aber in einer Reihe von Versuchen regelméissig nur zu etwa 709,
optisch aktiv. Eine Racemisierung durch die Ester-Methode wire
z. B. fiir Phenylalanin?®) und Prolin3) sowie in geringem Mafe fiir
Valin4) zum vorneherein zu erwarten gewesen. Wir sahen uns nun
vor die Aufgabe gestellt, aus diesem teilweise racemisierten Methionin
die aktiven Formen zu isolieren oder ein Verfahren zu finden, welches
eine Trennung der d,I- und I-Form gestattete.

1) Das vorliegende Verfahren wurde zum Patent angemeldet.

)

2) N.G. Baptist und W. Robson, Biochem. J. 34, 221 (1940).
3) E. Fischer und E. Abderhalden, B. 37, 3072 (1904).

4y E. Fischer, Z. physiol. Ch. 33, 162.
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Die optische Spaltung von racemischem Methionin iiber diastereomere N-Formyl-
Brucinsalze nach Windus und Marvel') ist, wie wir bei der Nacharbeitung fanden, eine
miihsame und wenig ergiebige Operation. Versuche zur Spaltung von racemischem Methio-
nin iiber die diastereomeren Salze der «-Bromcampher-n-sulfosiaure wurden gleich wieder
aufgegeben, nachdem sich in Vorversuchen herausgestellt hatte, dass beide diastereomeren
Salze fiir priparative Zwecke zu leicht 16slich waren und schlechte Krystallisations-
eigenschaften aufwiesen.

Wir erwogen nun die optische Fraktionierung unseres Methionins durch blosses
Umbkrystallisieren, entweder der freien Aminosaure selbst oder eines Salzes oder Derivates
derselben mit einer inaktiven Komponente, also ohne Zuhilfenahme einer optisch aktiven
Substanz (Trennung in d,l- und I-Form).

Aus der Zusammenstellung von P. Walden?) iiber die Charakterisierung optisch
isomerer Verbindungen ist zu entnehmen, dass Racemate gegeniiber den entsprechenden
cinzelnen Antipoden gelegentlich eine ins Gewicht fallende Loslichkeitsdifferenz zeigen.

Literaturangaben iiber die Fraktionierung von Aminosiuren in d,l- und I-Form
iiber Salze finden sich verhiltnisméssig selten.

Levene und wvan Slyke?) fanden eine Loslichkeitsdifferenz fir - und d,l-Phenyl-
alanin-pikrolonat in Alkohol. Durch Ausschiitteln eines Gemisches der beiden Salze in
Alkohol wurde ein inaktiver Riickstand erhalten, wihrend die Mutterlauge eine optische
Aktivitit von 75%, (ber. auf optisch reines l-Salz) aufwies.

Die Léslichkeitsdifferenz von I- und d,l-Prolin-Kupfer in Alkohol gestattete nach
Emal Fischer*) die Abscheidung der d,l-Komponeunte weitgehend, so dass aus der Mutter-
lauge [-Prolin von hohem optischem Reinheitsgrad gewonnen werden konnte.

K. Weil und W. Kuhn’) machten auf Grund thermodynamischer Uberlegungen die
Aussage, daf} in Salzlosungen mit optisch aktiven Komponenten in nicht dissoziierenden
Losungsmitteln immer dann als Bodenkdrper ein echtes Racemat vorliegt, wenn die Los-
lichkeit dieses Racemates kleiner ist als die doppelte Loslichkeit der d- oder I-Verbindung.

Die Voraussetzung des nicht dissoziierenden Losungsmittels traf allerdings fiir
unsere Versuche nicht zu, da wir in wéssriger Losung zu arbeiten gedachten. Wir waren
deshalb nicht in der Lage, auf Grund der Kuhn’schen Regel zu entscheiden, ob ein echtes
Racemat vorliegt. Nur in Fillen extremer Schwerlgslichkeit der d,l-Verbindung (gegeniiber
der doppelten Loslichkeit der Antipoden) durften wir das Vorliegen eines echten Race-
mates annehmen.

Wir stellten beim Methionin fest, dal3 die teilweise racemische
freie Aminosdure bis zu einem gewissen Grade durch geeignetes Um-
krystallisieren in d,l- oder I-Form fraktioniert werden kann. Die
Prozedur ist jedoch umstiandlich, und die Ausbeuten an I- und d,!-
Form sind fiir einen einmaligen Trennungsgang nur klein.

Es schien uns nun mdoglich, dass bei der Fraktionierung einer
halbracemischen, chemisch einheitlichen Aminosiure ein sulfosaures
Salz gegeniiber der freien Aminosiure den Vorteil hitte, dass der
Bereich der halbracemischen Krystallisate zwischen d- und /-Form
merklich eingeschrinkt wiirde. Wir priiften deshalb die Léslichkeit
der Salze von [- und d,l-Methionin mit einer griosseren Reihe uns

. Walden, B. 29, 1692 (1896).

. A. Levene und D. D. van Slyke, J. Biol. Chem. 12, 127 (1912).
. Fischer, A. 363, 122 (1908).

K. Weil und W. Kuhn, Helv. 29, 786 (1946).
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zuginglicher Sulfosiuren, die von Bergmann!) zur Isolierung und
Bestimmung von Aminosauren gepriift oder eingefithrt worden waren.
Dabei stellte sich heraus, dass die Salze der 4'-Methyl-4-nitro-di-
phenylamin-2-sulfosdure mit I- bzw. d,l-Methionin in Wasser einen
erheblichen Loslichkeitsunterschied aufwiesen. Mit dieser Sulfosidure
wurden mit Erfolg Fraktionierungsversuche aufgenommen, und es
konnte dabei gezeigt werden, dass auf dieser Basis ein Gemisch von
d,l- und I-Methionin priaparativ befriedigend und in guter Ausbeute
in {- bzw. d,l-Methionin zerlegt werden konnte.

Ein fiir das Gelingen der Fraktionierung giinstiger Umstand
schien uns die Tatsache, dass das d,l-Salz mit 2 Mol Krystallwasser,
das I-Salz hingegen wasserfrei krystallisiert.

Die optische Reinheit des isolierten I-Methionins erwies sich als
befriedigend und wurde mit dem Reinheitsgrad von d-Methionin
verglichen, welches nach der Spaltmethode von Windus und Marvel?)
aus synthetischem d,l-Methionin gewonnen worden war.

Experimenteller Teil.
1. Darstellung der 4’-Methyl-4-nitro-diphenylamin-2-sulfosdure.

Die Sulfosiure kann nach der Methode von Ullmann3®) befriedigend dargestellt
werden.

Das erhaltene Natriumsalz wurde in heisser wissriger Losung mit der berechneten
Menge BaCl,-Losung versetzt und das ausgefallene schwerldsliche Bariumsalz abfiltriert
und getrocknet.

Aus dem Bariumsalz lasst sich auf einfache Art mit der berechneten Menge Schwefel-
giure unter Riihren bei 80° eine Stammlosung der freien Sulfosiure mit bekannter Kon-
zentration herstellen. Fiir die Fraktionierungsversuche wurde stets eine 0,5-n. Losung
der 4’-Methyl-4-nitro-diphenylamin-2-sulfosdure verwendet.

2. Darstellung des d,I-Methioninsalzes der 4-Methyl-4-nitro-
diphenylamin-2-sulfosaure.

1 g d,l-Methionin wurde in 20 cm® heissem Wasser gelost und mit 13 em? 0,5-n.
4’-Methyl-4-nitro-diphenylamin-2-sulfosiure versetzt. Diese Losung wurde langsam auf
Zimmertemperatur abgekiihlt, wobei prachtvolle rotbraune Prismen entstanden. Nach
eintigigem Stehen wurden die Krystalle abfiltriert, Rohausbeute 2,4 g. Das Salz wurde
zweimal aus je 25 cm?® heissern dest. Wasser umkrystallisiert. Nach der Filtration blieben
1,8 g braunrote Prismen zuriick, welche mit wenig Ather gewaschen und nachher im
Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet wurden. Smp. 153—155¢ (korr., Sintern
bei ca. 100°). Sie sind leicht léslich in Alkohol, Aceton und Dioxan, schwer léslich in
Wasser, Ather und Chloroform und enthalten zwei Mol Krystallwasser, welches durch
9.gtiindiges Erhitzen bei 80° iiber P,0O; entfernt werden kann.

€1 H,,0,N,S,-2 H,0 (493,76)  Ber. H,0 7,28 Gef. H,0 7,439

1y Max Bergmann et al., J. Biol. Chem. 129, 609 (1939); 135, 487 (1940); 143,
121 (1942).

2} loe. cit.

3) Ulbmann, B. 41, 3751.



2016 HELVETICA CHIMICA ACTA.

Zur Elementaranalyse wurde das Salz 24 Stunden bei 110° im Hochvakaum ge-
trocknet, wobei es gelb geworden und vollkommen entwissert war.

3,720 mg Subst. gaben 6,412 mg CO, und 1,763 mg H,0

3,778 mg Subst. gaben 0,313 cm?® N, (21°, 728 mm)

4,541 mg Subst. verbrauchten 1,961 ¢cm? 0,02-n. K.JO,

CyoH,,0,N,8, Ber. C47,20 H 5,03 N 924 S13,95%
(457,73) Gef. ,, 47,04 ,, 5,30 ,, 9,21 ,, 13,859,

3. Darstellung des I-Methioninsalzes der 4-Methyl-4-nitro-
diphenylamin-2-sulfoséure.

Die warme filtrierte Losung von 1 g I-Methionin ([a}%f = +24,3*+ 1% in 1-n. HCI)
in 20 em® Wasser wurde mit 13,5 em3 0,5-n. 4’-Methyl-4-nitro-diphenylamin-2-sulfosiure-
Liosung versetzt. Das Gemisch wurde unter vermindertem Druck auf ca. 10 cm® ein-
gedampft und iiber Nacht in den Eisschrank gestellt. Am andern Tag wurde das Salz
abgesaugt, in 10 cm? heissem Wasser gelost, filtriert und eine halbe Stunde mit Eiswasser
gekiihlt. Nach dem Absaugen wurde erneut in 6 cm3 heissem Wasser gelost und langsam
krystallisiert. Es wurden 0,8 g gelbe Nadeln vom Smp. 198—199° (korr.) erhalten.

Das Salz ist schwer 16slich in Ather, Aceton, Dioxan und Chloroform und schwerer
i6slich in Alkohol als das d,l-Isomere. Es enthilt kein Krystallwasser. Zur Analyse wurde
24 Stunden im Hochvakuum bei 110% getrocknet.

3,180 mg Subst. gaben 6,560 mg CO, und 1,739 mg H,0
4,201 mg Subst. gaben 0,350 cm3 N, (17¢, 738 mm)

2,720 mg Subst. verbrauchten 1,98 cm? 0,02-n. KJO,
C1H,30,N;8, Ber. C 47,20 H 5,03 N 9,24 S13,959%
(457,73) Gef. ,, 47,06 ,, 5,02 ,, 9,52 ,, 14,129

4. Loslichkeitsbestimmung des I- und d,l-Salzes von Methionin
mit 4’-Methyl-4-nitro-diphenylamin-2-sulfosiaure.

Je 200 mg Substanz des d,I- bzw. I-Salzes wurden in 100 cm? Erlenmeyer-Kalbchen
eingewogen und mit 40 bzw. 20 cm? dest. Wasser {iberschichtet. Um das Léslichkeitsgleich-
gewicht zu erreichen, wurde iiber einem Quecksilberverschluss, dessen Ansatz die Flasche
gut verschloss, 8 Stunden in Eiswasser geriihrt. Dann wurde vorsichtig und rasch in eine
gekiihlte Vorlage abgesaugt und aus diesen Filtraten mit aliquoten Mengen der Gehalt
an Trockensubstanz durch Eindampfen bestimmt. Diese approximative Loslichkeits-
bestimmung ergab folgendes Resultat:

Vom d,1-Salz losten sich 3,57 mg pro em?® Wasser bei 0° C, vom I-Salz l6sten sich
9,37 mg pro cm® Wasser bei 0¢ C. Das Racemat besitzt somit eine Loslichkeit, welche
weit kleiner ist als das Doppelte der Loslichkeit des I-Salzes, was auf ein echtes Racemat
schliessen ldsst.

5. Fraktionierungsbeispiel Nr. 1 (Krystallisation des I-Salzes).

2,8 1 einer wassrigen Losung, welche 40 g Methionin von [cx]%z =418+ 1% (1-n.
HCl) enthielt, wurde auf 70° erwirmt und mit 700 cm? (1,3 Mol) 0,5-n. 4’-Methyl-4-nitro-
diphenylamin-2-sulfosiure-Losung versetzt. Dann wurde die Reaktionsmischung langsam
auf Zimmertemperatur abgekiihlt, mit einem Impfkrystall des d,l-Methioninsalzes der
4’-Methyl-4-nitro-diphenylamin-2-sulfosiure versetzt und zwei Tage bei Zimmertempe-
ratur belassen. Das wihrend dieser Zeit in prachtvollen Prismen auskrystallisierte d,1-Salz
wurde abfiltriert und bei 40° C am Vakuum getrocknet. Ausbeute 30,8 ¢ Smp. 153—155°
(unkorr., Sintern bei 98—100°).

Zersetzung des d,l-Salzes: die 30,8 g d,I-Sulfosalz wurden in 400 em3 Wasser bei 40¢
gelost und in einem geriumigen Becherglas geriihrt. Dann wurde eine frisch filtrierte
Losung von 10 g (ber. 9,75 g) frisch umkrystallisierten Bariumhydroxyds m 200 cm3 Wasser
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ziemlich rasch zugetropft. Das Bariumsalz der Sulfoséure fiel aus und wurde nach 4-stiin-
digem Stehen bei Zimmertemperatur abgesaugt, mit Wasser gut gewaschen und getrocknet.
Es kann zur Gewinnung der Sulfosiure wieder verwendet werden. Das Waschwasser und
das Filtrat wurden noch mit 2-n. H,80, ausbalanciert und das ausgefallene BaSO, abfil-
triert. Dann wurde die Losung im Vakuum beinahe zur Trockne verdampft. Das gelb ge-
farbte Methinonin wurde nun mit 100 cm? Alkohol aus dem Kolben in ein Becherglas
gespiilt und ca. 4 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. Das nach dem Absaugen beinahe
farblose Methionin wurde in der 10-fachen Menge Wasser bei ca. 90° geldst, heiss filtriert
und mit dem doppelten Volumen warmem Alkohol versetzt. Nach Krystallisation iiber
Nacht wurde abfiltriert und am Vakuum bei 60° getrocknet. Ausbeute 5,6 g.

(€] = —0,06° 4 1° (¢ = 2,961 ; 6,30-n. HCI)
Ber. N 9,39 Gef. N 9,20% (Kjeldahl)

Die urspriingliche Losung (Volumen 3,5 1), aus der das d,1-Salz durch Krystallisation
entfernt worden war, und welche noch das I-Salz enthilt, wurde im Vakuum auf 500 cm3
eingeengt und 2% Stunden im Kiihlschrank stehen gelassen. Es fiel ein gelbes Salz aus,
welches abfiltriert und getrocknet wurde. Ausbeute 35 g. Smp. 191—1939 (unkorr., bei
170° leichtes Sintern). Durch weiteres Eindampfen wurden noch 9,2 g gelbes I-Salz ge-
wonnen vom Smp. 190—192° (unkorr.). Die Mutterlauge enthielt noch 7,2 g eines orange-
gelben Niederschlages vom Zersetzungspunkt 224—227° (unkorr.), offenbar die iiber-
schilssige freie Sulfosiure.

Zersetzung des I-Salzes: die 1. und 2. Fraktion von 44,2 g des I-Salzes wurden unter
Riihren in 800 em? warmem Wasser geldst und mit einer Losung von 15 g (ber. 14,3 g)
Bariumhydroxyd in 300 cm® Wasser versetzt. Dann wurde genau so verfahren, wie es
bei der Zersetzung des d,l-Salzes beschrieben ist. Das durch Eindampfen erhaltene gelb
gefirbte I-Methionin wurde mit 200 cm? Alkohol in ein Becherglas gespiilt, nach 4-stiindigem
Stehen im Kiihlschrank abgesaugt und mit 100 cm® Alkohol gewaschen. Dieses Roh-
produkt wurde wie oben aus der 10-fachen Menge heissem Wasser und dem doppelten
Volumen Alkohol unkrystallisiert.

1. Fraktion 12,5g. Aus den vereinigten Mutterlaugen konnte noch eine zweite
Fraktion gewonnen werden. 2. Fraktion 2,6 g.
1. Fraktion [x]5 = +23,70° £ 10 (¢ = 3,041; 6,30-n. HC))
Ber. N 9,39 Gef. N 9,28%, (Kjeldahl)
2. Fraktion [oc]%z = +24,32° 4 1° (¢ = 2,990; 6,30-n. HCI)
Ber. N 9,39  Gef. N 9,169, (Kjeldahl)

6. Fraktionierungsbeispiel Nr. 2 (ohne Krystallisation des [-Salzes).

(Dieses Beispiel entspricht den serienmissigen Ansatzen, wie sie sich durch die
Erfahrung ergaben. Es war dabei nicht nétig, das I-Salz als solches zu isolieren, sondern
man zersetzte die Mutterlauge, aus der das d,[-Salz entfernt worden war, direkt mit Barium-
hydroxyd.)

50 g Methionin von [oc]%z = 4+ 189 1 19 (1.n. HCl) wurden in 2,8 1 heissem Wasser
gelost und mit 720 cm? 0,5-n. 4’-Methyl-4-nitro-diphenylamin-2-sulfosaure-Losung ver-
setzt (geringer Uberschuss)., Nachdem langsam auf Zimmertemperatur abgekiihlt war,
wurde mit demn d,I-Salz angeimpft und 48 Stunden stehen gelassen. Wiahrend dieser Zeit
krystallisierten 48 g d,I-Sulfosalz, welches abfiltriert und getrocknet wurde. Dieses Salz
wurde mit der berechneten Menge Bariumhydroxyd (16,2 g) gemiss Beispiel Nr. 1 zer-
setzt und daraus 8,2 g d,I-Methionin isoliert.

8.2 g, [«]% = 0,03° 4+ 1° (¢ = 8,50; 1-n. HCI)
Die Mutterlauge des d,l-Salzes wurde direkt mit 40,8 g Bariumhydroxyd zersetzt

und mit 2-n. H,S0O, ausbalanciert. Aus dem durch Eindampfen verbliebenen Riickstand
wurden, wie oben beschrichen, zwei Fraktionen [-Methionin isoliert.
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1. Fraktion 30,5 g. .

[2]22 = +23,20° +4- 19 (¢ = 9,54; 1-n. H(Y)
2. Fraktion 3,2 g.

[2]22 = 423,780 - 10 (¢ = 8,72; 1-n. HCI)

In einigen Fillen wurde bei der Zersetzung des d,l-Salzes eine kleine zweite oder
dritte Fraktion Methionin isoliert, welche nicht mehr ganz inaktiv, sondern etwa halb
racemisch war. Diese Fraktion wurde dann von neuem in den Prozess zuriickgefiihrt.
Das urspriingliche Methionin enthélt gemiss der Drehung (+ 18%) ca. 13 g d,l- und ca. 37 g
{-Form. Davon wurden isoliert 8,2 g d,I-Methionin oder 63% und 33,7 g I-Methionin
oder 91%,.

7. Bemerkung zu den Drehungen.

Aus der nachstehenden Tabelle geht hervor, dass die spezifische Drehung von
I-Methionin innerhalb von 1—10-proz. Losungen von der Konzentration unabhéingig ist.
Zudem ist der Grenzwert der Drehung bereits in 1-n. HCl bis auf ca. 0,5¢ erreicht.

{-Methionin; N = 9,289, (Kjeldahl); 1. Fraktion, Beispiel 1

HCl 6,30-n. HCI1 1,05-n.
C == 3,041, [o]?* = 423,700 + 10 C = 2,976, [a]3 =+23,78° + 1°

C= 6,018, [x]5 = +23,68° 4- 0,5 C = 6,039, [«]% = +23,50° 4 0,5°
¢ = 10,006, [«]% =+23,97° 4 0,3° C = 9,989, [x]% =+ 23,250 -+ 0,3

Als Vergleichsmaterial diente ein d(+ )-Methionin, welches aus synthetischem
d,I-Methionin nach Windus und Marvell) mit Brucin gespalten wurde.
d(+) Methionin, von uns gespalten:

[]B® == — 24,19 -+ 0,5° (¢ = 2,304; 6,30-n. HCI)
(2]l =+ 7,990 4 0,5° (c = 2,272; Wasser)
[2]20 = —21,45° L 0,79 (¢ = 8,220; 0,20-n. HC1)
d(+) Methionin nach Windus und Marvel:
[0]% =+ 8,129 £ 0,5° (c = 0,80; Wasser)
[0]2P = — 21,180 -+ 0,5% (¢ = 0,80; 0,2001-n. HC)
Die Analysen verdanken wir teils Hrn. W. Manser, Mikroanalytisches Laboratorium
der E.T.H., teils Hrn. Dr. G. Frey von der Aligena A.G., Basel.
Zusammenfassung.

Es wird ein Verfahren beschrieben zur Trennung von d,/- und
[-Methionin aus teilweise racemischem Methionin, darauf basierend,
dass die Salze von d,I- und I-Methionin mit 4'-Methyl-4-nitro-diphenyl-
amin-2-gulfosdure in Wasser verschiedene Ldslichkeiten aufweisen
und verschieden krystallisieren.

Wissenschaftliche Laboratorien der Aligena A.G., Basel.

1) loc. cit.





