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mals ans Aether umkrystallisirt. 
viillig rein. 

AgC1. 

Es schmilzt dann bei No, ist also 
Die Analyse ergab die richtigen Werthe. 

0.1996 g Sbst.: 0.5856 g COz, 0.2007 B HnO. - 0.3301 g Sbst.: 0.1179 g 

Ber. C 80.09, H 11.10, Cl 8.77. 
Gef. * 80.13, x 11.29, &S1. 

Dieses Verfahren der Cholesterylchlorid- Darstellung ist sehr ein- 
fach und besitzt gegeniiber dem lilteren wesentliche Vortheile. 

Es is t  uns nicht gelungen, das  Chloratom durch die Amidogruppe 
zu ersetzen. Bei der Behandlung des Cholesterylchlorids mit methyl- 
oder athyl-alkoholischem Ammoniak entstehen vielmehr krystallinische 
CholesteriIene, die bei 82O reap. 2560 echmelzen. 

470. Emil Fischer und Peter Bergell: Spaltung einfger 
Dipeptide durch Pankreasferment. 

[Aus dem I. chemischen Institut der Univereitiit Berlin.] 

(Eingegangeo am 5. August 1904.) 

Vor einem Jahre') haben wir gezeigt, dass die Naphtalinsulfo- 
und Carblthoxyl-Derivate des Glycyl-tyrosins und des Glycyl-leucins 
durcb Pankreasferment hydrolysirt werden. Nachdem die freien Poly- 
peptide dureti die neuen synthetischen Methoden in griisserer Zahl EU- 

ganglich geworden waren, lag es nahe, ihr Verhalten gegeo das Enzym 
ebenfalls zu studiren. Mit positirern Erfolge liabeu wir daa bei dem 
Glpcyl-2-tyrosin und dem inactiven Leucyl-alanin gethao. Bei dem 
ersten ist die Hydrolyse am leichteeten zu beobachten, weil das Ty-  
rosin auskrystallisirt. D a  das Olycyl-Z tyrosin in stereochemischer Be- 
ziehung einheitlich sein muss, so war eine gleichmiiesige und schliess- 
lich vollstandige Hydrolyse durch das Enzym zu erwarten. In Wirk- 
lichkeit haben wir aber nicht die theoretische Merige voti Tyrosin er- 
halten kiinnen. Wir werden auf dieseii Punkt  spster zuruckkoirrmen. 
Das andere Dipeptid ist racemiscb, und man durfte deshalb bei ihm 
eine asymmetrische Wirkung des Enzyms erwarten, wie wir sie friiher 
beini Carbathoxylglycpl-tI-l-leocin beobachtet haben. Daa ist in der 
That  der Fall. Als Spaltungsproducte des Lewyl-alanins konnten wir 
I-Leucin und d-Alanin sicher nachweisen und die Bildung von activein 
Dipeptid sebr wahrscheinlich machen. 

I) Diese Berichte BG, 2592 [lYO3]. 
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S p a l t u n g  dee  G l y c y l - 2 - t y r o s i n a  
Fiir den Venruch diente ein miiglichst reines Praparat, das nach 

der kiirzlich mitgetheilten Vorschrift I) mit Anwendung von natiirlichem 
I-Tyrosin dargestellt war. 1 g des Priiparates wurde in 20 ccm Wseser 
geliist und diese Liisung, die iin 1 Decimeter-Robr 1.870 nach rechta 
drehte, mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht. Von der Fliissig- 
keit diente 1 ccm als Controllprobe. Der iibrige Theil wurde mit 
0.2 g kauflichem Trypain (Pankreatin von der Firma Rhenan ia )  ver- 
setzt, tiichtig geschiittelt, wobei ein Theil des Enzyms in Liisung ging, und 
filtrirt. Die Fliissigkeit drehte jetzt i m  1 Decimeter-Rohr nur nocli 
+ 1.60. Sie wurde nach Zugabe von Toluol zugleich mit der Controll- 
probe im Brutschrank bei 36O aufbewahrt. Nach 12 Stunden war in 
der mit Enzym versetzten Fliiesigkeit T y r o s i n  als ziemlich dicker 
Krystallbrei abgeschieden, der sich in den nachsten 30 Stunden noch 
sichtlich vermehrte. Nach G Tsgen wurde das Tyrosin abfiltrirt. 
Seine Menge betrug 0.25 g. Die Drehung dee Filtrates war auf + 0.55" 
zuriickgegangen Die Controllprobe zeigte sich unveriindert. Die fil- 
trirte Fliissigkeit wurde von neuem mit 0.1 g Pankreatin versetzt, ge- 
schiittelt, filtrirt und  wieder 24 Stunden bei 36O gehalten. Es fand 
abermals Abscheidung von Tyrosin statt, dessen Menge nach 24-stiin- 
digern Stehen im Eisschrank 0.12 g betrug. Die Gesammtmenge des 
Tyrosins war also 0.37 g, w5hrend fiir 1 g Ausgangsmaterial nach Ab- 
rug  der Controllprobe 0.72 g sich berechnen, sodass die Auebeute 
etwaa mehr als 50 pCt. war. Wahrscheinlich wird man aie bei wei- 
terem Zusatz vori Enzym noch erhiihen konnen, aber die tbeoretische 
Menge zu erreichen, diirfte kaum miiglich sein, da ein Theil des Ty- 
rosins durch die mit dern Enzym eingeflhrten Fremdstoffe in Liisung 
gehalten wird. Es ist deshalb schwer zu priifen, wie weit die Hydro- 
lyse gefiihrt werden kann. Zur Reinigung wurde das Tyrosin einmsl 
in verdiinnter Salzsiiure geliist, durch Ammoniak wieder abgeschieden, 
dann aus heissem Wtlaser umgeliist und bei looo getrocknet. 

0.1808 g Sbat.: 0.3944 g COP, 0.0980 g H&. 
Ber. C 59.66, H G.05. 
Gef. n 59.20, B G.00. 

Das Praparat schmolz unter partieller Zersetzung bei 313-314O 
(corr.). 

Zum Nachweis des gleichzeitig entstehenden G l y k o c o l l s  wurde 
die rom Tyrosin abfiltrirte Mutterlauge mit 4 ccm Normalnatronlauge 
und einer atheriechen Lii sung von 3 g PI-Naphtalinsulfochlorid versetzt 
und d a m  so verfabren, wie es friihera) fiir die Bereitung der p-Naph- 

l) Diese Berichte 37, 2195 [1904]. 
2, piese Berichte 35, 3780 [1902] 
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talinsulfoderivate von Aminosauren empfohlen wurde. Beim Ansanern 
der alkslischen LBsung fiel das $-NaphtalinsulLoglycin znnlichst ale 
Oel aus, das auch beim liingern Stehen nicbt krystallisirte. Es wnrde dee- 
halb mit 30 ccm Wasser ansgekocht; aue, dem Filtrat fiel daon die 
Verbindung beim Abkiiblen krystallinisch ans, zeigte sber zuobhst noch 
einen etwas zu niedrigen Schmelzpuukt. Dieser etieg nach einmaligem 
Umkrystallisir+n aus sehr verdiiontem Alkohol nuf 159O (corr.), wie 
friiber angegeben, und die Analyse des bei 100° getrockneten Pro- 
ductes gab auch auf Naph ta l in su l fog lyc in  stimmende Zahlen: 

0.1736 g Sbst.: 0.3465 g Con, 0.0652 g HsO. 
Ber. C 54.34, H 4.15. 
Gel: u 54.40, I) 4.20. 

Bei einem zweiten Versuch mit 0.75 g Glycyl-tyrosin, bei dem 
das Enzym in drei Portionen von je 0.1 g zugegeben war, verlief die 
Spaltung unter iihnlichen Erseheinungen, und die Menge des Tyroeins 
betrug nach der Reinigung rnit Salzsiiure und Ammoniak 0.31 g oder 
55 pCt. der Theorie. 

S p a l t n n g  d e s  Leucyl-alanins .  
Das bisher nicht beschriebene Dipeptid wurde voo Hrn. 0. W a r -  

b u r g  im hiesigen Institut aus racemiechem Alanin nnd inactivem Brom- 
isocapronylchlorid dargestellt. Es ist ein gut krystallisirter Stoff, der 
unter Zersetznng gegeo 245O schmilzt nnd dem anseeren Anschein nach 
einheitlich ist, vielleicht aber doch noch ein Gemisch von zwei steroieo- 
meren Racemk6rpern bildet. 

4 g wnrden i n  110 ccm Wasser und einigen Tropfeo Ammoniak 
unter gelindem Erwarmen geltist, nach dem Abkiiblen mit 0.8 p; Pan- 
kreatin tiichtig geschiittelt und von dem nicht geltisten Theil des En- 
zyme abfiltrirt. Diese Fliiesigkeit, die i m  1 Decimeter-Rohr O.4lc nach 
links drehte, wnrde nach Zusatz von Tolnol drei Tage bei 36O aufbe- 
wahrt, wobei die Linksdrehung anf -0.73O stieg, dann wnrden nocb 
0.3 g Enzym zugegeben und nach dem Schiitteln wieder filtrirt. Die 
Drehung der LBsnng, die jetzt -0.760 betrug, ging i n  den nechstep 
Tagen bei 36O noch auf - O.83O binauf. Nacbdem die Wirknng des En- 
zyme im ganzen 8 Tage gedauert hatte, worde die Fliissigkeit zur Isoli- 
rang der Prodacte znnachet in einer Platinschale anf dem Waseerbade zur 
Trockne verdampft nnd der Riickstand mit 5 ccm Wasser, dae anf 
Oo abgekiihlt war, sorgfriltig amgelaugt. Der uogelaste Theil betrng 
2.2 g. Die Verarbeitung der Mutterlauge, fdie mit A bezeichnet sei, 
wird spiiter beschrieben. Der ungeltiste Theil enthielt actives Leucin 
neben noverandertem Dipeptid und anderen Producten. Fiir die Iso- 
lirung des Leucins diente das schwer liisliche Kn pfersalz .  Zn seiner 
Bereitung wnrde die gauze Mnsse 'in vie1 Wasser geltist und etws 



1 Stunde mit iiberschiissigem Kupferoxyd anf dem Wasserbade unter 
baufigem Umschiitteln digerirt. Die heiss filtrirte Liisung gab dann 
beirn Einengen unter vermindertem Druck ein schwer liisliches Kupfer- 
salz, das zunachst noch k+ne deutliche Krystallform zeigte. Als  a b e r  
die Kryetnllisation aus heissem Wasser wiederholt wurde, entstanden 
die blassblauen Bliittchen, wie sie dem Leucinkupfer eigenthiimlich sind. 
Die Ausbeute an reinem Salz betrug allerdings nur 0.35 g, jedenfalls 
war  aber die Menge des Leucins erheblich grhser, denn die Trennung 
der Amioosiiure von den Polypeptiden niit Hiilfe des Kupfersalzes ist 
nicbts weniger ale quantitativ. Dss Leucinkupfer gab folgende Zahlen : 

O.OS.52 g Sbst.: 0.021 g CuO 
(C~HI~NO&OU. Bcr. Ca 19.6. Gef. Cu 19.6. 

Der Rest des Kupfersalzes diente zur Rereitung der freien 
Aminosaure. Diese glich in Krystallform , Geschmack, Loslichkeit 
ganz dem natiirlichen Leucin, insbesondere drehte sie in salzsaurer La- 
sung nach rechts. Eine Lbeung in  20-procentiger Salzsiiure, die 
3.14 pCt. der Aminosaure enthielt, drehte im 1 Decimeter-Rohr b r i  
Natriumlicht 0.40° nach rechts and hatte das  spec. Oewicbt 1.10, daraus 
berechnet sich [u] : '~  + 11.60. Die specifische Drehung betrug mithin 
nur 9/3 des Werthes, der  fiir reinstes Leucin beobachtet wurde. Das 
aus dem Dipeptid gebildete Leucin bestand mithin zu etwa 83 pCt. 
auB 1-Verbindung und 17 pat .  &Verbindung; daraus geht zweifellos 
hervor. daes die Wirkung des Enzyme asymmetrisch erfolgt und vor- 
zugsweise das natiirliche I-leucio liefert. Ob die kleine Menge d Leiicin 
auch durch den enzymatischen Process oder durch theilweise Race- 
misation bei der Isolirung elitstiinden ist, rnijsseri wir unentschieden 
lassen. Aus dem liislichen Theil des Kupfersalzes konnte noch un- 
angegriffenes, inactives Dipeptid gewonnen werden. 

Der in  eiskdtem Wasser liisliche Theil des urspriinglichen Re- 
actionsproductes (Mutter l a u p  A) enthielt d-Alanin und ein actives 
Dipeptid, dessen Trennung und Nochweis allerdings iiemlich schwierig 
yar. Die Losung wurde zuniichst wieder in einer Platinechale zur 
Trockne verdampft und nochmals mit G ccm eisltaltem Wasser aus- 
gelaugt, wobei ein geringer, amorpher und nicht weiter untersucbter 
Riickstond blieb. Die wiissrige Liisung gab auf Zusatz \'on vie1 ab- 
solutem Alkohol einen festen, nicht deutlich krystallisirten Nieder- 
schlag (1 g). Er wurde zur Entfernung von peptoiiartigen Producten 
niit 90 procentigern Alkohol ausgekocht, und die von einem schmierigen 
Riickstand getrennte Liisung niit dem ersten wiissrig-alkoholischen 
Filtrat vereinigt. Beim Verdampfen dieser Losung in einer Platin- 
schale hinterblieb ein zum Thei l  krystallinischer, zum T h e 2  syruposer 
Riickstand. Er wiirde zmischen Fliesspapirr sttlrk gepresat. Die 
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kq-stallinische Masae zeigte dann keine Riuretreaction mehr, enthielt 
also nichts mehr vcm den Stoffen, die mit dem Enzym in die Liisung 
eingefiihrt waren. Sie schmeckfe bitter, war  bei 2000 ecbon riillig ge- 
schmolzen und zeigte, in Normalsalzsliure geliist, eine specifische Drehung 
von ungefiihr 580 nach links. Sie wurde in der gewohnlichen Weise in 
die p -  N a p  h t a l i n e  u l f o  v e r b  i n  d u n g verwandelt. Diese krystallisirte 
aus verdiinntem Alkohol in langen, seidenglgnzenden Nadeln, die bei 151O 
schmolzen und, in Normalnatronlauge geliist, schwach nach rechts 
drehten. Eine Liisung vom Procentgebalt 4.42 in Normalnatronlauge 
drehte im 1 Decimeter Rohr Natriurnlicbt + 1.74O, woraus sich berechnet 
[.ID ungefahr + 38". Allerdiugs hat  die Analyse Weerthe ergeben, 
die nur anniibernd mit den fiir Naphtalinsulfoleucyl-alanin berechneten 
iibereinstinrmen. 

N r2l0, 760mml. 
0.1417 g Sbst.: 0.2929 g CO,, 0.0874 g HpO. - 0.1892 g Sbst.: 11.4 C C ~  

CI!,H%+O~N~S.  Ber. C 58.2, H 6.1, N 7.2. 
Gef. n 56.4, n 6.8, )) 6.9. 

Leider reichte unser Material nicht zur Wiederholung der Reini- 
gung und der Analyse aus. Der  beim Abpressen des activen Leucyl- 
:tlanins vom Papier aofgenornmene Syrup enthielt dae d-Alanin. Es 
wurde mit Wasser ansgelaugt, die Flissigkeit verdampft und der 
Riickstand in der iiblichea Weise in die Naphtalineulfoverbindung 
verwandelt. Aus der alkalischen Lijsung gefiillt, wurde diese nach 
einiger Zeit krystallinisch. Zur Reinigung diente das  schwer liisliche 
B a r y u m s a l e .  Es schied sich ane, als  die Saiire in  der gerade aus- 
reichenden Menge Ammoniak gelijst und rnit Baryumchlorid versetzt 
wurde. Die aus dem Baryurnsalz regenerirte Saure verhielt eich 
ganz ahnlich wie das friiher bewhriebene Pc-Naphtalineulfo-d-altlnin'). 
Aus Wasser krystallisirt, entbielt sie Krystallwasser und scbmolr in Folge 
dessen Rchon bei 800. Nachdem sie aber bei GOO im Vacuum getrocknet 
war, lag der Schmp. bei 1250. Eine StickstolTbeetimmung der  trocknen 
Siiurr gab einen hinreichend stimmenden Werth. 

0.1816 g Sb'st.: 8.4 ccm N (23O, 760 mm). 

Die alkalische Liisung der SBure drehte stark nach links; es 
handelt sich demiiach urn das  Derirat des natnrlichen d-Alanius. 

Wir haben ferner das ebenfalls von 0. W a r b u r g  dargestellte in- 
aetire A l a n y l - l e u c i n ,  und endlich das  L e u c y l - l e u c i n  in derselben 
Meise gepriift und in beiden Fallen :tuch die Anzeichen einer asyrnmetri- 
Echen Hydrolyse beobachtet. D a  aber die Spaltung hier recht unvoll- 

Ber. N 5.0. Gef. ?\' 5.2. 

I) Diese Berichte 36, 3'iSl [1902]. 
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kommen und in Foige deasen die Isolirung der Producte noch schwieriger 
war als im vorhergehenden Fall, so kiinnen die Versuche nicht als 
abgeschlossen beiracbtet werden. 

Man wird iiberhaupt am der vorhergehenden Schilderung 
die Ueberzeugung gewinnen , dam namentlich die quantitative 
Verfolgung der Hydrolyse von Polypeptiden durch Paiikreasenzprn 
anseerst miihsnm ist. Wir  schreiben das zurn grossen Theil 
der mangelhaften Qualitat dee Enzyme zn. Bei seiner Gewinnung 
aus der Pankreasdriise koinrnen Zersetziingsproducte der Proteinstoffe 
in Liisung, die dem gefiillten Enzyrn beigemengt bleiben. Sie bestehen 
aus peptonartigen Producten urid erscbweren sehr dir Isoliruug der 
durch den enzymntiscben Process gebildeten Aminosiiuren. Will man 
auf diesem Gebiett! eine griissere Reibe von Untersuchungen machen, 
so ist ein wirksnmeres Enrym nothwendig. Wir  beabsichtigen des- 
halb, in  Zukunft das  frische Secret der Pankreasdriise, wie es durcli 
Anlage eiuer Pankreasfistel bei Hunden gewonnen werden kann, zu 
benuteen, denn wir miissen auf diese Versuche grossen Werth legen, 
weil die Wirkung der pankreatischen Enzyme vor der Hand das beste 
Mittel zu sein scheint, urn ans der grossen Zahl der kiinstlichen Poly- 
peptide die biologisch wertbvollen Cornbinationen auszow&hlen. 

471. Ferd. Henrich und Gustav Opfermann: 
Beitrage zur Kenntniss des Zusemmenhange zwisohen 

Fluoresoene und ohemisoher Constitution bei Deriveten dee 
BenEoxszols. 

[Aus den chemischen Laboratorium der Universitgt Erlangen.] 
(Eingegengen am 8.  August 1904.) 

Vor einer Reihe von .Jahren hat der Eine ron uns gezeigt'), dass 
das  salzsanre Amidoorcin durch Orthocondensation mit Siinrechloriden 
und Saureanhydriden in Derivate des 0 -  Toluoxazols iibergeht. Von 
den so dargestellten Oxytoluoxazolen : 

I. 11. 

I) F. Henr ich ,  nUeber Derivate dYs Arnidoorcinsx, Wiet~er~onats l ie f te  
19, 483 [1599]. 




