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mals aus Aether umkrystallisit. Es schmilzt dann bei 96°, ist also
vollig rein. Die Analyse ergab die richtigen Werthe.

0.1996 g Sbst.: 0.5856 g COz, 0.2007 g Hz0. — 0.3301 g Shst.: 0.1179 g
AgCl

Ber. C 80.09, H 11.10, Ci 8.77.
Gef. » 80.13, » 11.29, » 8.8IL.

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

Es ist uns nicht gelungen, das Chloratom durch die Amidogruppe
zu ersetzen. Bei der Behandlung des Cholesterylchlorids mit methyl-
oder ithyl-alkoholischem Ammoniak entstehen vielmehr krystallinische
Cholesterilene, die bei 82° resp. 256°% schmelzen.

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

[Aus dem I. chemischen Institut der Universitit Berlin.}
(Eingegangen am 5. August 1904.)

Vor einem Jahrel) haben wir gezeigt, dass die Naphtalinsulfo-
und Carbithoxyl-Derivate des Glycyl-tyrosing und des Glycyl-leucins
durch Pankreasferment hydrolysirt werden. Nachdem die freien Poly-
peptide durch die neuen synthetischen Methoden in grosserer Zahl zu-
ginglich geworden waren, lag es nahe, ihr Verhalten gegen das Enzym
ebenfalls zu stadiren. Mit positivem Erfolge haben wir das bei dem
Glycyl-l-tyrosin und dem inactiven Leucyl-alanin gethan. Bei dem
ersten ist die Hydrolyse am leichtesten zu beobachten, weil das Ty-
rosin auskrystallisirt. Da das Glyeyl-l-tyrosin in stereochemischer Be-
ziehung einheitlich sein muss, so war eine gleichmissige und schliess-
lich vollstindige Hydrolyse durch das Enzym zu erwarten. In Wirk-
lichkeit haben wir aber nicht die theoretische Menge vou Tyrosin er-
halten konnen. Wir werden aaf diesen Punkt spiiter zuriickkommen.
Das andere Dipeptid ist racemisch, und mau durfte deshalb bei ihm
eine asymmetrische Wirkung des Enzyms erwarten, wie wir sie friher
beim Carbithoxylglycyl-d-I-leucin beobachtet haben. Dus ist in der
That der Fall. Als Spaltungsproducte des Leucyl-alanins konnten wir
l-Leucin und d-Alanin sicher nachweisen und die Bildung von activem
Dipeptid sehr wahracheinlich machen.

1) Diese Berichte 36, 2592 [1903].
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Spaltung des Glycyl-l-tyrosins.

Fiir den Versuch diente ein mdglichst reines Priparat, das nach
der kiirzlich mitgetheilten Vorachrift!) mit Anwendung von natiirlichem
{-Tyrosin dargestellt war. 1 g des Priiparates wurde in 20 cem Wasser
gelost und diese Ldsung, die itn 1 Decimeter-Robr 1.87° nach rechts
drehte, mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht. Von der Fliissig-
keit diente 1 cem als Controllprobe. Der iibrige Theil wurde mit
0.2 g kiauflichem Trypsin (Pankreatin von der Firma Rhenania) ver-
setzt, tiichtig geschiittelt, wobei ein Theil des Enzyms in Lésung ging, und
filtrirt. Die Flissigkeit drehte jetzt im 1 Decimeter-Rohr nur noch
+ 1.6°% Sie wurde nach Zugabe von Toluol zugleich mit der Controll-
probe im Brutschrank bei 36° aufbewabrt. Nach 12 Stunden war in
der mit Enzym versetzten Fliissigkeit Tyrosin als ziemlich dicker
Krystallbrei abgeschieden, der ¢ich in den niichsten 30 Stunden noch
sichtlich vermehrte. Nach G Tagen wurde das Tyrosin ubfiltrirt.
Seine Menge betrug 0.25 g. Die Drehung des Filtrates war auf + 0.55°
zurlickgegangen. 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 36° gehalten. Es fand
abermals Abscheidung von Tyrosin statt, dessen Menge nach 24-stiin-
digem Stehen im BEigschrank 0.12 g betrug. Die Gesammtmenge des
Tyrosins war also 0.37 g, wihrend fiir 1 g Ausgangsmaterial nach Ab-
zug der Controllprobe 0.72 g sich berechnen, sodass die Ausbeute
etwas mehr als 50 pCt. war. Wahrscheinlich wird man sie bei wei-
terem Zusatz von Enzym noch erhihen kénnen, aber die theoretische
Menge zu erreichen, diirfte kanm mdglich sein, da ein Theil des Ty-
rosins durch die mit dem Enzym eingefihrten Fremdstoffe in Ldsung
gehalten wird. Es ist desbalb schwer zu priifen, wie weit die Hydro-
lvse gefiibrt werden kann. Zur Reinigung wurde das Tyrosin einmal
in verdiinnter Salzsiiure geldst, durch Ammoniak wieder abgeschieden,
dann aus heissem Wasser umgeldst und bei 100° getrocknet.

0.1808 g Sbst.: 0.3924 g CO4, 0.0980 g HO.

Ber. C 59.66, H 6.08.
Gef. » 59.20, » 6.00.

Das Priparat schmolz unter partieller Zersetzung bei 313 —314°
(corr.).

Zum Nachweis des gleichzeitig entstehenden Glykocolls wurde
die vom Tyrosin abfiltrirte Mutterlauge mit 4 ccm Normalnatronlauge
und einer #therischen Lisung von 3 g g-Napbtalinsulfochlorid versetzt
und dann so verfahren, wie es friiher?) fiir die Bereitung der f-Naph-

1) Diese Berichte 37, 2495 [1904].
) Diese Berichte 35, 3780 [1902)
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talinsulfoderivate von Aminosinren empfohlen wurde. Beim Ansiuern
der alkalischen Lésung fiel das g-Naphtalinsulfoglycin zunéichst als
Oel aus, das auch beim lingern Stehen nicht krystallisirte. Es warde des-
balb mit 30 ccm Wasser ausgekocht; aus dem Filtrat fiel dann die
Verbindung beim Abkiihlen krystallinisch aus, zeigte aber zunéichst noch
einen etwas zu niedrigen Schmelzpunkt. Dieser stieg nach einmaligem
Umkrystallisiren aus sehr verdiiontem Alkohol anf 159° (corr.), wie
frilher angegeben, und die Analyse des bei 1000 getrockneten Pro-
ductes gab auch auf Naphtalinsulfoglycin stimmende Zahlen:

0.1736 g Sbst.: 0.3465 g COy, 0.0652 g HaO.

Ber. C 54.34, H 4.15.
Gel. « 54.40, » 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 ihnlichen Erseheinungen, und die Menge des Tyrosins
betrug nach der Reinigung mit Salzsiure und Ammoniak 0.31 g oder
55 pCt. der Theorie.

Spaltung des Leucyl-alanins.

Das bisher nicht beschriebene Dipeptid wurde von Hrn. O. War-
burg im hiesigen Institut aus racemischem Alanin und inactivem Brom-
isocapronylchlorid dargestellt. Es ist ein gat krystalligirter Stoff, der
unter Zersetzung gegen 245° schmilzt und dem #Husseren Anschein nach
einheitlich ist, vielleicht aber doch noch ein Gemisch von zwei steroiso-
meren Racemkérpern bildet.

4 g warden in 110 cem Wasser und einigen Tropfen Ammoniak
unter gelindem Erwiirmen geldst, nach dem Abktihlen mit 0.8 g Pan-
kreatin tiichtig geschiittelt und von dem nicht geldsten Theil des En-
zyms abfiltrirte Diese Fliissigkeit, die im 1 Decimeter-Rohr 0.41° nach
links drehte, warde nach Zusatz von Tolaol drei Tage bei 36° aufbe-
wahrt, wobei die Linksdrehuug auf — 0.73° stieg, dann wurden noch
0.3 g Enzym zugegeben und nach dem Schiitteln wieder filtrirt, Die
Drehung der Lésung, die jetzt — 0.76° betrug, ging in den nichsteg
Tagen bei 36° noch auf — 0.83° hinauf, Nachdem die Wirkung des En-
zyms im ganzen 8 Tage gedauert hatte, wurde die Fldssigkeit zar Isoli-
rung der Producte zuniichst in einer Platinschale auf dem Wasserbade zur
Trockne verdampft und der Rickstand mit 5 ccm Wasser, das aunf
0° abgekiihlt war, sorgfiltiz anigelaugt. Der ungeldste Theil betrug
2.2 g. Die Verarbeitung der Mautterlauge, |die mit A bezeichnet sei,
wird spéter beschrieben. Der ungeldste Theil enthielt actives Leucin
neben unverindertem Dipeptid und anderen Producten. Fiir die Iso-
lirung des Leucins diente das schwer l6sliche Ku pfersalz. Zu seiner
Bereitung wurde die ganze Masse in viel Wasser geldst und etwa
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1 Stunde mit iiberschiissigem Kupferoxyd auf dem Wasserbade unter
hiiufigem Umschiitteln digerirt. Die heiss filtrirte Losung gab dann
beim Einengen unter vermindertem Druck ein schwer 16sliches Kupfer-
salz, das zuniichst noch kgine deuntliche Krystallform zeigte. Als aber
die Krystallisation 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 grésser, denn die Trennung
der Aminosiiure von den Polypeptiden mit Hiilfe des Kupfersalzes ist
nichts weniger als quantitativ. Das Leucinkupfer gab folgende Zahlen:

0.0852 g Sbst.: 0.021 g CuO.
(CsHigNO3)2 Cu. Ber. Ca 19.6. Gef. Cu 19.6.

Der Rest des Kupfersalzes diente zur Bereitung der freien
Aminosiare. Diese glich in Krystallform, Geschmack, Loslichkeit
ganz dem natiirlichen Leucin, insbesondere drehte sie in salzsaurer Lo-
sung wach rechts. Eine Lésung in 20-procentiger Salzsiiure, die
3.14 pCt. der Aminosdure enthielt, drehte im 1 Decimeter-Robr bei
Natriumlicht 0.40° nach rechts und hatte das spec. Gewicht 1.10, daraus
berechnet sich [«]3" + 11.6°. Die specifische Drebung betrug mithin
nur ¥/ des Werthes, der fiir reinstes Leacin beobachtet wurde. Das
ans dem Dipeptid gebildete Leucin bestand mithin zu etwa 83 pCt.
aus /-Verbindung und 17 pCt. d-Verbindung; daraus geht zweifellos
hervor, dass die Wirkung des Enzyms asymmetrisch erfolgt und vor-
zugsweise das natiirliche [-Leucin liefert. Ob die kleine Menge d-Leucin
anch durch den enzymatischen Process oder durch theilweise Race-
misation bei der Isolirung entstunden ist, miissen wir unentschieden
lassen. Aus dem l8slichen Theil des Kupfersalzes konnte noch un-
angegriffenes, inactives Dipeptid gewonnen werden.

Der in eiskaltem Wasser lisliche Theil des urspriinglichen Re-
actionsproductes (Mutterlauge A) enthielt d-Alanin und ein actives
Dipeptid, dessen Trennung und Nachweis allerdings ziemlich schwierig
yar. Die Losung wurde zuniichst wieder in einer Platinschale zur
Trockne verdampft und nochmals mit 6 cem eiskaltem Wasser aus-
gelaugt, wobei ein geringer, amorpher und nicht weiter untersuchter
Rickstand blieb. Die wissrige Losung gab auf Zusatz von viel ab-
solutem Alkohol einen festen, nicht deutlich krystallisirten Nieder-
schlag (1 g). Er wurde zur Entfernung von peptonartigen Producten
mit 90-procentigem Alkohol ausgekocht, und die von einem schmierigen
Rickstand getrennte L&sung mit dem ersten wissrig-alkoholischen
Filtrat vereinigt. Beim Verdampfen dieser Losung in einer Platin-
schale hinterblieb ein zum Theil krystallinischer, znm Theil syruposer
Riickstand. Er wurde zwischen Fliesspapier stark gepresst. Dis
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krystallinische Masse zeigte dann keine Biuretreaction mehr, enthielt
also nichts mehr von den Stoffen, die mit dem Enzym in die Ldsung
eingefithrt waren. Sie schmeckte bitter, war bei 200° schon véllig ge-
schmolzen und zeigte, in Normalsalzsfure geldat, eine specifische Drehung
von ungefibr 58° nach links. Sie wurde in der gewéhnlichen Weise in
die §-Naphtalinsulfoverbindung verwandelt. Diese krystallisirte
aus verdiinntem Alkohol in langen, seidenglinzenden Nadeln, die bei 151°
schmolzen und, in Normalnatronlauge geldst, schwach nach rechts
drehten. Eine Ldsung vom Procentgebalt 4.42 in Normalnatronlauge
drehte im 1 Decimeter- Rohr Natriumlicht +- 1.74° woraus sich berechnet
[¢]p ungefihr + 38°. Allerdings hat die Analyse Werthe ergeben,
die nur anndbernd mit den fiir Naphtalinsulfoleucyl-alanin berechneten
tibereinstimmen.
0.1417 g Sbst.: 0.2929 g COs, 0.0874 g Hg0. — 0.1892 g Sbst.: 11.4 com
N [21°, 760 mm).
CmH'_uOanS- Ber. C 58.2, H 6.1, N 17.2.
Gef. » 56.4, » 6.8, » 6.9,

Leider reichte unser Material nicht zur Wiederholung der Reini-
gung und der Analyse ans. Der beim Abpressen des activen Leucyl-
alapins vom Papier aufgenommene Syrup enthielt das d-Alanin. Es
worde mit Wasser ausgelaugt, die Flissigkcit verdampft und der
Riickstand in der iiblichen Weise in die Naphtalinsulfoverbindung
verwandelt. Aus der alkalischen Losung gefilllt, wurde diese nach
einiger Zeit krystallinisch. Zur Reinigung diente das schwer 13sliche
Baryumsalz. Es schied sich aus, als die Siure in der gerade aus-
reichenden Menge Ammoniak geldst nnd mit Baryumchlorid versetzt
wurde. Die aus dem Baryumsalz regenerirte Siure verhielt sich
ganz dhnlich wie das frilher beschriebene §-Naphtalinsulfo-d-alanin?).
Aus Wasser krystallisirt, enthielt sie Krystallwasser und schmolz in Folge
dessen schon bei 80°. Nachdem sie aber bei 60° im Vacuum getrocknet
war, lag der Schmp. bei 1259. Eine Stickstoffbestimmung der trocknen
Siiure gab einen binreichend stimmenden Werth.

0.1816 g Shst.: 8.4 cem N (23% 760 mm).

Ber. N 5.0. Gef. N 5.2.

Die alkalische Losung der S#ure drehte stark nach links; es
handelt sich demuach um das Derivat des natiirlichen d-Alapins.

Wir haben ferner das ebenfalls von O. Warburg dargestellte in-
active Alanyl-leucin, und endlich das Leucyl-leucin in derselben
Weise gepriift und in beiden Fillen auch die Anzeichen einer asymmetri-
echen Hydrolyse beobachtet. Da aber die Spaltung hier recht unvoll-

1) Diese Berichte 35, 3781 [1902).
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kommen und in Folge dessen die Isolirang der Producte noch schwieriger
war als im vorhergehenden Fall, so kinnen die Versuche nicht als
abgeschlossen betrachtet werden.

Man wird iberhaaupt aus der vorhergehenden Schilderung
die Ueberzeugung gewinnen, dass namentlich die quantitative
Verfolgung der Hydrolyse von Polypeptiden durch Pankreasenzym
ansserst miihsam 1ist. Wir schreiben das zum grossen Theil
der mangelhaften Qualitit des Enzyms zu. Bei seiner Gewinnung
aus der Pankrensdriise kommmen Zersetzungsproducte der Proteinstoffe
in Losung, die dem gefilllten Enzym beigemengt bleiben. Sie bestehen
aus peptonartigen Producten und erschweren sehr die Isolirung der
durch den enzywmatischen Process gebildeten Aminosiuren. Will man
auf diesem Gebiete eine griossere Reihe von Untersuchungen machen,
so ist ein wirksameres Enzym nothwendig. Wir beabsichtigen des-
halb, in Zukunft das frische Secret der Pankreasdriise, wie es durch
Anlage einer Pankreasfistel bei Hunden gewonnen werden kabn, zu
benutzen, denn wir missen auf diese Versuche grossen Werth legen,
weil die Wirkung der pankreatischen Enzyme vor der Hand das beste
Mittel zu sein scheint, um aus der grossen Zahl der kiinstlichen Poly-
peptide die biologisch werthvollen Combinationen auszawihlen.

47l. Ford. Henrich und Gustav Opfermann:
Beitrige zur Kenntniss des Zusammenhangs zwischen
Fluorescenz und chemischer Constitution bei Derivaten des
Benzoxazols.

[Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Erlangen.)
(Eingegangen am 8. August 1904.)

Vor einer Reihe von Jahren hat der Eine von uns gezeigt!), dass
das salzsaure Amidoorecin durch Orthocondensation mit S&urechloriden
und Siureanhydriden in Derivate des o-Toluoxazols iibergeht. Von
den so dargestellten Oxytoluoxazolen:

CH, CHy CHy y
SN AN wnd N
L_ ‘ wCH, \P_ ‘ 1C.CH; . ‘ v.C.Ce H,
HO-O__ 7~ HO-*__~ HO-L '/
(0] 0 0
I IL I11.

) F. Henrich, »Ueber Derivate dss Amidoorcinse, WieneriMonatshefte
19, 483 [1898].





