Mein Weg zu den neuen Harnstoff-EinschluB-Verbindungen

Von Dr. M. F. BENGEN, Dir. a. D. der Staatlichen Chemischen Untersuchungsanstalt Frankfurt/M.

Beobachtungen bei der Entwicklung eines Nachweises der Dauererhitzung von Milch filhrten zur Erkenntnis, da
Harnstoff mit unverzweigten Kohlenwasserstoffen Additionsverbindungen zu bilden vermag, jedoch nicht mit
verzweigten Kohlenwasserstoffen.

Schénbein an Liebig:

»Ich halte dafiir, es sei fiir die Geschichte .der W is-
senschaft wiinschenswert, daB der Entdecker neuer
Tatsachen von nur einiger Tragweite seinen Fach-
genossen den Weg bezeichne, auf welchem er seine Er-
gebnisse erhalten hat'.

Diese Worte Schinbeins regen mich an, in allen Einzelheiten
zu schildern, wie es mir gelang, einer neuen Art von chemischen
Verbindungen auf die Spur zu kommen, die unseren bisherigen
Vorstellungen widerspricht und die an die Grundfragen der Che-
mie und Physik der zwischenmolekularen Krafte und der Kri-
stallstruktur rithrt. Fs geschah das, indem sich im Laufe langerer
Zeit ein gliicklicher Zufall an den anderen reihte, und der Weg
nahm seinen Anfang in einem ganz fernab liegenden Gebiete, ndm-
lich dem der Chemie der Milch.

Als ich 1930 die Leitung der Staatlichen Chemischen Unter-
suchungsanstalt in Frankfurt am Main bekommen hatte, trat
bald darauf das neue Milchgesetz in Kraft, wonach Milch, bis auf
geringe Ausnahmen, nur in pasteurisiertem Zustande in den Han-
del kommen darf. Es gibt einmal die sog. Hoch- oder Kurzzeit-
Erhitzung, die leicht nachzuweisen ist. Beim zweiten Verfahren
wird die Milch in groBen Wannen 30 min auf 65 Grad erhitzt. Ob
und welche Verdnderungen bei diesem immerhin doch nur milden
Eingriff vor sich gehen, war damals nicht bekannt. Der Nachweis
dieser sog. Dauererhitzung wurde eine schwierige Frage fiir den
Lebensmittelchemiker.

Mir kam der Gedanke, ob sich nicht in der Milch etwa be-
sonders wirmeempfindliche (thermolabile) EiweiBstoffe vorfin-
den méchten, die bei 65 Grad bereits gerinnen. Durch Zusatz dex
verschiedensten Chemikalien versuchte ich maoglichst schonend
aus der Milch ein Serum abzuscheiden, in dem sie nicht mehr ent-
halten waren, wenn die Miich auf 65 Grad erhitzt worden war,
sie also geronnen waren, wihrend sie im Serum der rohen uner-
hitzten Milch noch nachzuweisen sein miiBten. Unter den zahl-
reichen Chemikalien, die ich der Milch zusetzte, hat sich als
brauchbar das Ammonijumsulfat erwiesen. Das damit in einer
ganz bestimmten Konzentration hergestellte Serum triibt sich
beim Erhitzen auf 70 Grad, wenn die Milch noch nicht erhitzt
war, weil sich dann die thermolabilen EiweiBstoffe geronnen ab-
scheiden; bei erhitzter Milch dagegen bleibt es klar. Dieses
Ammoniumsulfat-Serum hat sich seitdem allgemein ein-
gebiirgert.

Nun machte ich bei der Priifung der verschiedenartigsten
Chemikalien, darunter auch Tonerdebrei und kolloidalem Eisen-
hydroxyd, die auffallende Beobachtung, daB bei Zusatz von
Harnstoff zur Milch sich kein Serum abschied. Vielmehr ging
das ganze Kasein der Milch in Losung und die Milch verwandelte
sich in eine triibe gelbliche Fliissigkeit. Diese eiweiBlosende
Eigenschaft des Harnstoffes war damals neu, wird aber neuer-
dings in der Medizin zur L&sung des Eiters bei eiternden Wunden,
ja sogar als Mittel zum Reinigen der Zdhne angewandt. Da sich
nun auf der durch Harnstoff gelgsten Milch bei einigem Stehen

das Fett oben abschied, kam mir der Gedanke, daraus ein Ver-

fahren zur quantitativen Fettbestimmung zu entwickeln. Die
bisher bei dem allgemein iiblichen Gerberschen Verfahren ver-
wendcte konzentrierte Schwefelsiure, die doch immerhin 14stig
ist, wire so vielleicht zu ersetzen. In der Tat gelang es, ein sol-
ches Verfahren fast bis zur Brauchbarkeit auszuarbeiten. Es
hatte nur den einen Nachteil, mit dessen Beseitigung es stand
und fiel: Zwischen der gelésten Milch und dem im kalibrierten
Ansatzrohr abgeschiedenen Fett zeigte sich eine etwa 2 mm breite
weiBe Schicht, die jede scharfe Ablesung unméglich machte.
Ich hielt diese Schicht fiir eine Emulsion. Da ich zufillig gelesen
hatte, da man in USA zur Beseitigung von Emulsionen mit Vor-
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teil Octanol (Octylalkohol) benutze, setzte ich meiner Ldsung
etwas davon zu. Der Erfolg blieb aus, denn wie sich spiter
herausstellte, war es keine Emulsion, sondern amorphes Calcium-
phosphat.

Aber hierbei kamen erstmals in der Geschichte der Chemie
Harnstoff und Octanol zusammen: Zu meiner Verwunderung
beobachtete ich, daB sich an der Trennungsschicht winzige kleine
Kristalle abschieden. Ein Gegenversuch mit Octanol und reiner
gesdttigter waBriger Harnstoff-Losung lieB iiberraschenderweise
erkennen, daB sich die Kristalle auch hier in erheblicher Menge
bildeten. Eine Stickstoffbestimmung ergab, daB eine Verbindung
von Harnstoff und Octanol vorliegen muBte, deren Entstehung
ritselhaft war.

Ein weiterer glilcklicher Zufall gab mir das schéne Werk von
Pfeiffer tiber die Molekeiverbindungen in die Hénde, in dem
eine groBe Anzahl Verbindungen von, wie mir schien, 4hnlicher
Bauart beschrieben waren. Bei ihnen besteht vielfach ein Ver-
haltnis von 1 zu 6 Molekeln Harnstoff. Da sich aus dem Stick-
stoff-Gehalt meiner Kristalle ein dhnliches Verhiltnis berechnete,
glaubte ich zunéchst eine weitere solche Molekelverbindung vor
mir zu haben. ’

Allméhlich aber erwachte doch meine Neugierde wieder, und
ich untersuchte auch andere, dem Octanol nahestehende Verbin-
dungen, die mir durch die Freundlichkeit von Herrn Prof. K.
Tdufel, damals in Karlsruhe, jetzt in Potsdam-Rehbriicke, zu-
gdnglich waren (seltene hohere Alkohole, Aldehyde, Ketone,
Sduren und Ester). Alle diese Verbindungen gaben in gleicher
Weise wie der Octylalkohol mit Harnstoff augenblicklich kri-
stallisierte Verbindungen. So stelite ich anfangs Harnstoff-Ver-
bindungen her von:

“Octanol, primir und sek. Capronsiure
Cetylalkohol Caprylsiure
n-Deeylalkohol Undecylensaure
Olsiure
Heptylaldehyd Palmitinsdure
Nonylaldehyd Stearinsidure
Deeylaldehyd
Undecylaldehyd Pelargonséureester
Oenanthester

Es fdllt sofort auf, daB diese Verbindungen eine gerade, nicht
verzweigte Kohlenstoffkette von mehr als sechs Kohlenstoff-
atomen besitzen. Das tritt klar bei einem Vergleich von Butter-
sdure mit 4 C-Atomen und von Capronsidure mit 6 C-Atomen
hervar: Beide Sduren geben zwar mit Harnstoff Verbindungen,
aber wihrend sich der buttersaure Harnsteff beim Verdiinnen
mit Wasser klar auflost, zersetzt sich die Capronsiure-Harnstoff-
Verbindung mit Wasser und gibt die Capronsiure in unverin-
dertem Zustand wieder frei. .

Diese Verbindungen entstehen spielend leicht, kristallisieren
ausgezeichnet und haben das gemeinsam, daB sie sich, sobald
man die Konzentration des Harnstoffes durch Zusatz von Was-
ser oder anderen Harnstoff-Losern vermindert, augenblicklich
wieder trennen, wobei der Harnstoff in Losung geht, wihrend
die Komponente sich unveridndert wieder abscheidet.

Da ich von den hohermolekularen Substanzen nur geringe
Mengen zur Verfiigung hatte, mufite ich sparsam damit umgehen,
und ich habe deshalb die Versuche hiufig, soweit die Stoffe fliis-
sig waren, nur mit einem Tropfen auf einem hohlgeschliffenen
Objekttriager unter dem Mikroskop gemacht. Das fithrte zu sehr
reizvollen Beobachtungen. Schob man z. B. in einen Tropfen
Octanol einige kleine Kristdllchen Harnstoff von der Seite
hinein, so sah man schen nach wenigen Minuten an den verhilt-
nisméBig derben Harnstoff-Kristallen lange feine Nadeln an-
schieBen. Bald waren die Harnstoff-Kristalle mit unzihligen
Néddelchen bewachsen, so daB3 sic den Anblick boten, wie ein mit
Eisenfeilspanen bewachsener Magnetstab. So erkannte ich auch,
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pal fliissige Stoffe auch mit trockenem Harnstoff ohne Losungs-
mittel sich verbinden. Nicht minder reizvoll ist es auch, in einem
Reagensglas eine konzentrierte wéBrige oder alkoholische Harn-
stoff-Losung mit einigen Tropfen Octanol zu tiberschichten und
zu beobachten, wie augenblicklich an der Beriihrungsfliche lange
feine Nadeln des Additionsproduktes anschieSen. Diese Ver-
suchsanstellung brachte mich auf den Gedanken, die Uber-
schichtung auch mit Kohlenwasserstoffen zu versuchen, wie
Testbenzin, Petroleum, Paraffin. liquid. und dergleichen. Die
Verbindung mit Paraffin kristallisiert in kleinen, sebr derben
Nadeln, bei denen sich die zersetzende Wirkung des Wassers be-
sonders gut beobachten 148t. Bringt man unter dem -Mikroskop
einige Kristdllchen in einen Tropfen Wasser, so sieht man, wie
sie formlich explodieren, so daB im Nu das ganze Gesichtsfeld
von unzahligen winzigsten Fettropfchen iibersdt ist.

Aber die Uberraschungen gingen noch weiter. Bisher hatte ich
nur Verbindungen mit einer geraden unverzweigten Kohlenstoff-
kette untersucht. Bei den Versuchen mit Testbenzin tauchte
plotzlich der Gedanke auf, wie sich wohl Kohlenwasserstoffe mit
einer oder mehreren Seitenketten verhalten wiirden. Dabei
ergabsicheingrundlegender Unterschied. Es zeigte sich,
daB reines iso-Octan mit Harnstoff iberhaupt nichtreagiert.
Dies verschiedene Verhalten schien mir fiir eine Trennung der
beiden Arten von Kohlenwasserstoffen von Bedeutung zu sein,

doch iiberstieg die weitere Erforschung dieser auffallenden Er-
scheinung die Krifte eines Einzelnen, zumal das meinem eigent-
lichen Arbeitsgebiet, der Lebensmittelchemie, fern lag.

Ich gewann fiir meine Patentanmeldung das Interesse von
Matithias Pier, einem der bedeutendsten Forscher der Kohlen-
wasserstoffchemie. Infolgedessen iibernahm die zur damaligen
I.G.-Farbenindustrie gehdrige Badische Anilin- & Soda-Fabrik
die weitere Bearbeitung. Im Ammoniaklaboratorium dieses Wer-
kes tibernahm Dr. Withelm Schienk jr., unterstiitzt von den rei-
chen Mitteln und Erfahrungen dieses Werkes, die weitere Arbeit.
In fast zehnjdhriger Forschung hat er dieses anfangs so ratsethafte
Gebiet nach allen Richtungen hin durchgearbeitet und seine Er-
gebnisse in einigen umfassenden grundlegenden Arbeiten!) ver-
offentlicht. Eine kurze Ankiindigung wurde von ihm und mir
gemeinsam in der schweizerischen Zeitschrift , Experientia‘?)
gebracht. Kristallstrukturuntersuchungen an den neuen Verbin-
dungen nahm C. Hermann vor.

Aus diesen Darlegungen ersieht man, wie aus Beobachtungen
auf einem ganz abseitigen Gebiete durch Gliick und planmaBige
Verfolgung schlieBlich ganz allgemeinwichtige Ergebnisse fiir die
organische Chemie sich ergeben kdnnen.

Eingeg. am 27, November 1950 [A 335]

1) Liebigs Ann. Chem. 565, 204—240 [1949]; vgl. auch diese Ztschr. 62, 299
[1950]; W. Schlenk jr, , Die neuen Harnstoff-Additionsverbindungen®,
%) Expetientia 5, 200 |1949).

Uber die Ultraviolettabsorption der Proteine

Von Dr. H. DANNEN BERG, Tiibingen*). Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen

Ausgehend von der UV-Absorption der einzelnen Aminosiuren werden die Spektren der Proteine, Nukleinsiuren

und Nukleoproteide beschrieben und die entspr. Analysenméglichkeiten von Aminosiuren und -Gemischen gezeigt.

Der zweite Teil der Arbeit behandelt die Wirkung der UV-Strahlung auf Aminosauren und Proteine unter bes.
Beriicksichtigung der Denaturierung.

Einleitung

1909 fand erstmalig Dhéré', daB Proteine ultraviolettes Licht
absorbieren und daB das Spektrum von Proteinen im wesentli-
chén durch eine Bande mit einem Maximum bei 280 my ausge-
zeichnet ist. ,

HKine Analyse von Ahsorptionsspektren wird stets von der Frage aus-
zugehen haben: Worauf ist die Absorption zuriickzufithren? Man weil,
dall Absorption im UV oder im Sichtbaren immer dann auftritt, wenn in
einer Molekel chromophore Gruppen vorhanden sind. Chromophore
Gruppen sind gekennzeichnet durch w-Elekironen oder einsame Elek-
tronenpaare. Die isolierten ehromophoren Systeme verursachen eine
Absorption im kurzwelligen Teil des UV unterhalb 220 my, die bei den
meisten Untersuchungen nicht erfafit wird. Die Vereinigung von zwei
oder mehr chromophoren Gruppen filhrt zur Wechselwirkung der ein-
zelnen Systeme. Die Anregungsenergie eines derartig ,,konjugierien®
Systems ist kleiner als die Anregungsenergie der isolierten chromophoren
Gruppen, d. h. die Absorption des konjugierten Systems ist nach Rot ver-
schoben. Derartig konjugierte Systeme konnen in langer Kette vorliegen
wie z. B. bei den Polyenen, oder sie konnen in Ringsyvstemen auitreten,
z. B. Benzol, Indol, Pyrimidin und Purin.

UV-Absorption der Aminosiuren
Wenn man das Absorptionsspektrum der Proteine deuten
will, wird man zuerst iiberlegen miissen, auf welche chromophoren
Gruppen oder Systeme die Absorption zurfickzufiihren ist. Eiweil3
ist aufgebaut aus Aminosduren, die peptidartig zu langen Ketten
verkniipft sind (I). Die Vielzahl der EiweiBverbindungen ist be-
dingt durch die Art und Reihenfolge der Aminosduren in den
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Polypeptidketten einerseits und durch die Kn&duelung oder Fal-
tung der Peptidketten andererseits. Die Polypeptidkette als
sclche sollte oberhalb 240 my keine Absorption aufweisen, da
alle —CO—NH-Gruppen (Peptidbindungen) durch CH ,-Gruppen
:)m; Vortrag auf d. biophysik. Arbeitstagung Mosbach, am 20,

Oktober 1949, mit Ergdnzungen bei der Niederschrift,
') Recherches spectrograph, Theéses de Fribourg 1909.
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getrennt, also isoliert sind. Die Absorption der Peptidbindung
entspricht etwa derjenigen des Acetamids, dessen Absorption
durch eine steil ansteigende Bande unterhalb 220 my ausgezeich-
net ist?). Die Messungen an Peptiden beéstdtigen dieses3: 4 3),
Die Absorptionsbande des Dipeptids Glycyl-d,l-leucin (Absorp-
tion unterhalb 230 my) ist gegeniiber derjenigen der Komponen-
ten Glycin und Leucin zwar etwas nach Rot verschoben, zeigt
aber keine neue Banden® 7). Die Absorption, die Proteine ober-
halb 240 my zeigen, kann daher nur von den Resten R (I) der
Aminosduren herrithren. Untersucht man diese nun auf
chromophore Systeme, so bleiben nur fiinf Aminosduren ftibrig,
die oberhalb 240 my. eine selektive Absorption aufweisen: Tryp-
tophan (II)® 1§), Tyrosin (III)3 4 & 8a, 9, %a. 11-15) Phepyl-
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