986

1. Thallonitrat wurde aus 15-prozentig salpetersaurer Losung um-
krystallisiert.

In Lésueg . . . . . . ThD 18.96=+02 T1,S04 138.0 mg
Im Thallonitrat. . . . . » 1034 %007 » 1019 »
Verhiltnis Krystalle/Losung  » 1:1.85 » 1:1.355

2. Thallocarbonat wurde ans schwach ammoniakalischer Thorium-
D-Lésung umkrystallisiert.

In Lésung . . . . . . ThD 4.35+0.06 T!1: S0, 167.2 mg

Im Thallocarbonat . . . » 2093001 » 81.6 »

Verhiltnis Krystalle/Losung  » 1:2.08 » 1:2.05

3. In eine schwefelsaure, bromhaltige Thallisalzlésung wurde festes Am-
moniumsulfat eingetragen, bis sich ein Krystallbrei abschied.

In Lésung . . . . . . ThD 743 30.1 T1,80, 115.6 mg
TISO)s(NH); . . . . . » 4,27 £ 0.04 » 67.3 »
Verhiltnis Krystalle/Losung ~ » 1:1.74 » 1:1.72

Ich mochte nicht verfeblen, Hro. Dr. Cammerer auch an dieser
Stelle meinen herzlichsten Dank auszusprechen fiir das grofie Inter-
esse, dafl er der Untersuchung entgegengebracht hat.

Charlottenburg, Mérz 1913.

116. Hermann Leuchs und J. F. Brewster:
Die Synthese des natdrlichen, aus Eiweifistoffen gewonnenen
Oxy-prolins. (Uber Pyrrolidin- Abkdmmlinge 1IV.)

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Berlin.]

(Eingegangen am 11. Mirz 1918; vorgetragen in der Sitzung vom 10. Mirz
von Hrn. H. T.euchs.)

Die Grundlagen der vorliegenden Arbeit sind in drei friiheren
Mitteilungen!) enthalten, von dewen die erste die Beschreibung einer
Synthese von y-Oxy-prolinen (y-Oxy-pyrrolidin-a-carbonsiuren) ge-
bracht hat. 4

Als Ausgangsmaterial diente der von W. Traube und Lehmann?)
aus Epichlorhydrin und Natriummalonester dargestelite §-Chlor-y-
valerolacton-a-carbonsiiureester, Dieser wurde weiter in den
a-bromierten Tster und das J6-Chlor-a-brom-y-valerolacton

1) Ber. 38, 1937 [1905]; 41, 1726 [1908); 45, 1962 |1912).
%) B. 82, 720 [1899]; 34, 1971 [1901].
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verwandelt, das wmit wifrigem Aimmoniak zwei isomere, in :Form
ibrer Kupfersalze getrennte y-Oxy-proline lieferte:

CICH;.CH.CH,.CH.CO. C. Hs CICH:.CH.CH;.CBr.CO; C; Hs

0——-CO g 0 co
~_ CICH;.CH.CH;.CBr.CO;H _ CICH;.CH.CH,.CHBr
0 co 0-———CO
, CH(OH) -CH,

CH;.NH. CH CO;H

Die Isomerie der beiden Oxyproline, die mit (a) und (b) unter-
schieden wurden, ist durch die Anwesenheit zweier asymmetrischer
Koblenstoffatome in der Formel des 7-Oxyprolins bedingt. - Der
Nachweis dafiir wurde in der zweiten Mitteilung erbracht durch die
Reduktion der Isomeren mit Phosphor und Jodwasserstofisiure, die
beide gleichm#aBig in Prolin iberfiihrte.

Eine dritte isomere Aminosaure war schon vorher von
Emil Fischer') unter den Spaltprodukten des Leims aufgefunden
worden. Sie kommt nach spiiteren Untersuchungen auch im Casein?),
Edestin %), krystallisierten Oxyhiimoglobin?) vor. Nach dem Ergebuis
ihrer Reduktion stelite sie gleichfalls ein Oxy-prolin dar, in dem
jedoch die Stellung des Hydroxyls unbestimmt blieb.

Ein unmittelbarer Vergleich der synthetischen Produkte mit dem
natiirlichen war pun nicht mé&glick, da dieses  optisch-aktiv ist. Es
wurden deshalb Versuche unternommen, es in der gewdhnlichen Weise
durch Erhitzen mit Barytwasser zu racemisieren. Allein 'selbst bei
einer Temperatur von 200—210° gelang dies nicht; denn die zurieks«
gewonnene Siure zeigte noch immer étwa den .achten Teil der ut-
spriinglichen Aktivitit, und es liel sich aus ihr weder durch-erneutes
Erhitzen noch durch Reinigung, z. B. iiber das Kupfersalz eid inaktives
oder merklich schwécher drehendes Priiparat gewinnen.

Dieses von dem der gewodhnlichen aktiven. a-Aminosduren ab-
weichende Verhalten lieB sich nur so erkliren, daf im vorliegenden
Falle auBer dem stets asymmetrischen a-Koblenstoffatom der substi-
tuierten @-Aminosiuren noch ein zweites vorhanden war, oder daB
mit anderen Worten das Hydroxyl nicht am 'a-, sondern am ﬂ,y—
oder 6-C-Atom haftete. Die d Stellung war bei der groBen Bestandlg-
kelt der Siure nicht wahrscheinlich, die tbrigens auch ein zweiter

1 B. 85, 2660 [1902).
%) H. 39, 156 (1903]. %) E. Abderhalden, H. 87, 499 {1903).
#) E. Abderbalden, H. 87, 484 (1903].
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Grund gegen die «-Stellung war; denn derartige Verbindungen wiirden
dem Typus des Aldehyd- und Keton-Ammoniaks entsprechen.

Nachdem die Racemisierung nicht zum Ziel gefiibrt hatte, wurde
der zweite mogliche Weg, der der Spaltung beschritten. Da die
Oxyproline selbst kaum mehr saure Eigenschalten besitzen, wurden
zum Zweck der Salzbildung mit Alkaloiden die Acyl-Derivate, die
Formyl-Naphthalinsulfo-Phenylisocyanat-Verbindungen verwendet. Aber
auch hier war kein Erfolg zu verzeichnen; die dargestellten Salze
krystallisierten entweder nicht, oder es war im Falle der Krystallisation
keine Spaltung der d,l-Siuren eingetreten.

Die Versuche muflten aus duBleren Griinden abgebrochen werden,
zumal die Schwierigkeit der Materialbeschaffung das Arbeiten sehr
erschwerte.

Wir haben diese Versuche nun wieder auifgenommen, da iv-
zwischen die Darstellung der Oxy-proline in zwei Richtungen ver-
bessert worden ist. Durch ein bei monosubstituierten Malonsaureestern
allgemein verwendbares Verfahren'), namlich den Zusatz von einem
Molekiil iiberchiissigem, freiem Ester konnte die Ausbeute an dem
Traube-Lehmannschen Ester von 50%, auf gegen 78%, gesteigert
werden.

Die zweite Verbesserung bestand darin, daBl nicht mehr das
d-Chlor-a- brom-y-valerolacton mit Ammoniak behandelt wurde, son-
dern das a,0-Dichlor-valerolacton, das aus dem erwiahnten Ester durch
Chlorierung, Verseifung mit konzentrierter Salzsiure und Abspaltung
von Kohlendioxyd erhalten wurde.

Die Ausbeute an den Oxyprolinen war in diesem Falle wesentlich
besser: sie betrug 57°, der berechneten gegen 21°, beim Brom-
chlorlacton, auch war das Verhiltnis von Saure a und b fiir die
erstere gilnstiger %),

Bei den neuen Spaltversuchen beschrinkten wir uns auf das am
leichtesten zugiingliche saure Derivat der Oxyproline, die Verbindung
mit Phenylisocyanat:

CH(OH).CH,. CH .CO,H
CHy— - —-N.CO.NH.GsH;

Zur Erzielung einer moglichst genauen Vergleichung bestimmten
wir zunidichst die optische Drehung des schon von E. Fischer be-
schriebenen gleichen Abkémmlings von natiirlichem Oxyprolin in der
berechneten Menge 1/.-Natronlauge und stellten dann Alkaloidsalze
von ihm dar, teils zu dem erwihnten Zweck, teils um durch das
Impfen mit ihnen die Spaltung der d,/l-Formen zu bewirken.

1) H. Leuchs, B. 44, 1507 [1911]. 3 B. 45, 1960 [1912].
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Ferner fiihrten wir auch die Phenylisocyanat-Verbindung durch
Abdampfen mit Salzsiure in das entsprechende Hydantoin itber und
ermittelten gleichfalls dessen Eigenschaften, besonders die optische
Drehung.

Wir richteten bei den Spaltungsversuchen unser Augenmerk be-
sonders auf das y-Oxy-prolin (a), weil diese Siiure nach ihrem siiflen
Geschmack, der neutralen Reaktion sowie der Umsetzung mit Naph-
thalinsulfochlorid dem natiirlichen Stoff sehr nahe steht, wihrend die
Sgure (b) sich in diesen Eigenschalften von ibm unterscheidet. Von
Alkaloiden erwies sich schlieBlich das Chinin geeignet, den ge-
wiinschten Erfolg zu bringen. Durch zweimalige Krystallisation des
Salzes aus Sdure a aus alkoholischer Losung wurde ein Produkt er-
halten, das mit dem Vergleichspriparat nach Krystallform wie Schmelz-
punkt iibereinstimmte und auch die Mischprobe bestand. Auflerdem war
die daraus durch Behandeln mit Ammoniakwasser und Ausschiitteln
mit Chloroform dargestellte Losung des Ammoniumsalzes aktiv und
zwar annihernd so stark wie das Natriumsalz aus natiirlichem Oxy-
prolin. Die Isolierung der freien, schdn krystallisierten Saure

_ bestitigte dann die vollige Ubereinstimmung nach Schmelzpunkt,
Krystallform, Loslichkeit usw. Vor allem war auch die Drehung
der Natriumsalze beider Priparate fast genau die gleiche:

) 2.15.100 2

Nat. Prip.: [ot:]:)9 =~ 1105 1085 = — 372"
2.14.100.2

Synth. » [l =~ Tiog. 1oa5 = — 379"

Die Ausbeute an reinem Chininsalz betrug etwa 35%, der berech-
peten, es konnte demnach nicht erwartet werden, da8 sich aus den
Mutterlaugen das reine Salz der d-Siaure herausarbeiten lassen wiirde.

Zum Gliick ist aber die d,l-Saure in Wasser sebr viel schwerer
{8slich, so daB aus den verschiedenen Fraktionen des Chinin- bezw.
Ammoniumsalzes, die 20—30%, uiberschiissige d-Saure enthielten, die
jnaktive Form so gut wie vollstindig durch eiofache Krystallisation
entfernt werden koonte. Es wurde so ein Priparat erbalten, das
nach der optischen Bestimmung 92°%, iiberschiissige d-Séure enthielt.

Diese d-Form mufite, weon die I-Form mit dem Abkémmling
des natiirlichen Oxyprolins identisch war, dessen optischer Antipode
sein und deshalb mit ihm im Verhéiltnis 1:1 gemischt das synthetische
d,l-y-Oxyprolin (a) liefern, das einen um 20° hoheren Schmelzpunkt
als die Komponenten besitzt.

Der Versuch bestitigte auch diese Folgerung und somit ist die
Konstitution des natiirlichen Oxy-prolins als die eines y-Oxy-
derivates der Pyrrolidin-e¢-carbonsiure einwandfrei bestimmt.
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Die y-Stellung des Hydroxyls war nach einem Analogieschlul
eigentlich nicht zu erwarten gewesen, denn die bisher bekannten
ahnlich substituierten Aminosiduren der Eiweistoffe, das Serin und
das Cystin enthalten Sauerstoff und Schwefel in 3-Stellung.

Da ferner das Oxyprolin sehr wahrscheinlich aus Prolin durch
biologische Oxydation entstebt, so war man geneigt, dabei an die
den Physiologen gelaufige Theorie der 8-Oxydation?) von Fettsiuren
und verwandten Kérpern zu denken, die z. B. im Aultreten von
Acetessigsiure (Aceton) und [-f- Oxybuttersiure bei der Zucker-
krankheit eine Grundlage findet und auch in manchen Fillen experi-
mentell bestatigt!) worden ist.

Ebenso wie die Phenylisocyanat-Verbindung des Oxy-
prolins (a) lieB sich auch diejenige der Saure (b) mit Chinin
spalten.

Wir krystallisierten das Salz aus 50-prozentigem Alkohol und
erhielten 75 %, der Theorie au reinem Salz der l-Siure und 25 9%,
von dem der d-Siure.

0
Die Dreh‘ung der Ammoniumsalze betrug etwa & 4—3— Dieser

Minimalwert iibersteigt schon den des Salzes aus natiirlichem
Oxyprolin, genau lieB er sich nicht bestimmen, da es npicht gelang,
die aktiven Sauren zu krystallisieren. Sie sind in Wasser sehr leicht
l6slich, und es bot deshalb auch hier keine Schwierigkeit, aus dem
zuletzt erhaltenen 50 - prozentigen Salz der d-Séure die beigemengte
schwer 13sliche d,l-Sdure (b) durch Krystallisation zu’ eotfernen.

Zur Kennzeichnung der optisch-aktiven b-Siuren beniitzten wir
ihre Uberfiibrung in die zugehérigen Hydantoine, die schon
krystaliisiert und in sehr guter Ausbeute gewonnen wurden. Sie er-
wiesen, sich in den einzelnen Fraktionen als véllig gleich stark dre-
hend. Dies spricht sowobl fiir die Vollstindigkeit der Spaltung bei
der d,l-Saure (b) wie daliir, dal die Wasserabspaltung ohne Race-
misierung vor sich gegangen ist.

Die aktiven Hydantoine (b) zeigten sich in ihren Eigeu-
schaften, auch in der GroBe der Drehung als véllig verschieden von
dem Anhydrid des Phenylisocyanat nat-Oxyprolins, das wir zum
Vergleich hergestellt hatten. .

Fir die vollstindige Synthese des natiirlichen Oxyprolins
war es noch notwendig, die Riickwiértsspaltung zar Aminosdure
auszufithren, und zwar in solcher Weise, dafl die Aktivitat erhalten
blieb. Derartige Zerlegungen sind auch bei inaktiven Derivaten noch
nicht bewirkt worden; wir verwendeten daher zunichst die d;l-Formen.

') Vergl. z. B. Blum und Koppel, B. 44, 3576 [1911).
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Es zeigte sich, daB Kochen mit Barytwasser den Zerfall in Oxy-
prolin, Kohlendioxyd und Anilin bewirkte, jedoch war zur
Beendigung der Reaktion sehr lange Zeit erforderlich. 10-prozentige
Schwefelsiure lieferte bei 100° ausschliefilich das Hydauntoin;
eine Spaltung im gewiinschten Sinn trat hingegen beim Erhitzen mit
konzentrierter Salzsiure im Robhr auf 95° ein. Die Anwendung
dieses Verfahrens auf das {-Phenylisocyanat-y-oxyprolin (a) ergab je-
doch ein nur schwach und zudem nach der anderen Richtung, nach
rechts drehendes Priparat der Aminosiure. In saurer Ldsung scheint
das Gleichgewicht der verschieden aktiven Formen ein anderes zu
sein als in alkalischer, aus der, wie bei den Racemisierungs-Versuchen
erwihnt, eine schwach links drehende Siure isoliert worden ist. Viel-
leicht wird man durch Mischung in passendem Verbaltnis doch die
Verwandlung der aktiven Siure in ein inaktives, aus einer oder zwei
d,l-Formen bestehendes Priiparat erreichen konnen. Weiter wurde
die Wirkung von Anilin uotersucht, das bei 100° nur unter Bildung
eines Apilids reagierte, und die von willrigem Ammoniak. Hier
trat bei mehrstindigem Erhitzen im Rohr auf 95° in der Tat eine
Austauschreaktion ein, und nach folgender Gleichung entstanden Oxy-
prolin und Phenyl-harustoff:
CsHy0;:N.CO.NH.C; Hs + NHy = C;Hy O3 N + NH,;.CO.NH.C¢ Hs.
Die Anwendung des Verfahrens auf das l-Phenylisocyanat-y-oxy-
prolin (a) brachte endlich den erstrebten Erfolg. Denn das in ganz
einfacher Weise zu isolierende Roh-Oxyprolin zeigte unmittelbar den
Schmelzpunkt der natiirlichen S#ure, ihre charakteristische
Krystallform, sowie eine Drehung von mindestens — 74°% Nach ein-
maligem Umkrystallisieren aus Wasser war es analysenrein, und seine
Drehung war auf —76.3° gestiegen. Dieser Wert ist nicht genau der
fir die natiirliche Siure angegebene [a];'))0=—-81.0°. Aber da wir

auch bei ofterem Umkrystallisieren und ganz gleich, ob wir langer
oder kiirzer mit Ammouniak erhitzten, ob wir das Derivat aus natiir-
licher oder synthetischer Siure verwendeten, stets den gleichen End-
wert erhielten, michten wir den Unterschied eher durch Beobachtungs-
febler bei der einmaligen friiheren Bestimmung oder durch die An-
wesenheit einer unbekannten, starker drehenden Verunreiniguog im
Naturprodukt erklaren, als durch eine geringe Racemisierung bei
unseren Priparaten.

Wir werden noch auf diesen Punkt unsere Aufmerksamkeit bei
neuen Versuchen richten, die sich auf die Darstellung des d-Oxy-
prolins (a) und der aktiven Formen der (b) Siure erstrecken sollen.
Die vollige Kenntnis auch dieser drei aktiven Formen scheint uns vonWert

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXXVI. 64
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fir die Aufklirung der Racemisierungsvorginge, wie im Hin-
blick darauf, daBl vielleicht einmal eine von ihnen durch sterische
Umwandluog unter bestimmten Bedingunger aus der bekannten
natiirlichen aktiven Siure entstehen mag und in den Eiwei-Spalt-
pradukten aufgefunden werden wird.

Chinin-Salz und Aktivitit des oatiirlichen Phenyliso-
cyanat-oxyprolins.

Zur Bestimmung des optischen Drehungsvermdgeuns wurde
die Losung des Natriumsalzes verwendet.

0.1820 g Sbst. wurden in 1.46 cem “/;-Natronlauge (ber. Menge) geldst.
Die Reaktion war noch schwach sauer. Das Gewicht der Losung war 1.647 g,
der Gehalt 11.05%; das spezifische Gewicht 1.045; der abgelesene Winkel
im Ys-dm-Rohr — 2,150,

19 —2.15.100.2
Lo’ = 37051055 —

Zur Darstellung des Chininsalzes wurden 0.3 g mit 0.43 g Chinin
statt der berechneten Menge von 0.453 g in 10 Raumteilen 50-prozentigem
Alkohol zusammengebracht. Es entstand ein Niederschlag sehr feiner, gal-
lertiger Nadeln, der abgesaugt und auf Ton an der Luft getrocknet wurde.
Menge 0.6 g. ‘

Der Schmelzbereich des Salzes ist 206—209° (Zersetzung) bei
miBig schnellem Erhitzen. Es ist in heilem Methyl- und Athyl-
alkohol wie in kochendem Wasser ziemlich leicht loslich, schwerer
in warmem Aceton; es krystallisiert aus diesen Mitteln in Nadeln
oder diinnen Prismen von unverindertem Schmelzpunkt.

— 37.2°,

Hydantoin aus natiirlichem Oxyprolin.

0.5 g der Phenylisocyanat-Verbindung wurden in der gewGhnlichen
Weise in das Anhydrid verwandelt, von dem 0.5 g erhalten wurden.
Fiir die Analyse wurde es unter Zusatz von Tierkohle aus kochendem
Wasser umkrystallisiert. Die so gewonnenen Nadeln oder auch
diinnen Prismen schmolzen infolge des Wassergehaltes unscharf gegen
72°  Der lufttrockne Stoff wurde iiber Schwefelsiure im Vakuum
getrocknet:

0.0893 g Sbst.: 0.0121 g HyO (in 2 Tagen).

Die getrocknete Substanz nahm apn der Luft kein Wasser mehr
auf. Sie schmolz bei 122—123°.

0.1412 g Sbst.: 0.2786 g CO,, 0.0770 g H30.

Can O;Nn -+ 2H30(268). Ber. C 53.73, H 5.97, HQO ]343.
Gef. » 53.81. » 6,06, » 13.55.



Das Hydantoin ist in Alkohol, Aceton, Eisessig leicht léslich, in
Ather, Chloroform, Essigester ziemlich leicht, in Benzol schwerer
1sslich.

0.0362 g wasserir. Sbst.; 4.174 g wibrige Losung. Gehalt: 0.868%;
Drehung im 1-dm-Rohr: 0.44%; d =1.

L [)%®=—507.

£ 0.430. 100
. (oI5 =— 8531

= — 50.40,
Spaltung des Phenylisocyanat-y-oxyprolins (a).

3.1 g reines (a)-Derivat wurde mit 4.4 g Chinin (CaoHaNs O,
—+ 3H, 0) statt 4.7 g vermischt und das Gemenge in 100 ccm absolutem
Alkohol gelost. Auf Animpfen mit dem-Chininsalz des Derivates
vom natiirlichen Oxyprolin begann die Krystallisation, die man wahrend
dreier Stunden bei gewdhnlicher Temperatur in Ruhe vor sich gehen
lieB. Dann saugte man die Krystalle, kleine diinne Prismen, ab und
wusch sie einige Male mit absolutem Alkohol, schlieBlich mit A ther.
Ihre Menge war 2.5 g; ibr Schmelzpunkt lag bei miBig schuellem
Erhitzen bei 202° (Zersetzung). Mischen mit dem Chininsalz aus
natiirlichem Oxyprolin bewirkte keine Anderung.

Zur weiteren Reinigung wurde das Salz in 50 ccm absolutem,
heilem Alkohol gelost, wobei 40 ccm nétig waren, und wieder drei
Stunden der Krystallisation bei 20° iiberlassen. Man erhielt 1.3 g
Salz, das bei 206—209° unter Zersetzung schmolz.

I-Phenylisocyanat-y-oxyprolin (a)

Zur Gewinnupng der freien Séure und ihrer Priifung auf Aktivitit
wurde das Salz in Wasser suspendiert, mit Ammoniak versetzt und
mehrere Male mit Chloroform ausgeschiittelt. Die so von Chinin be-
freite waBrige Schicht wurde im Vakuum auf 25 g eingeengt. Dann
war ihr Prozentgehalt, da sie ungefihr 0.6 g Siure als Ammoniumsalz
enthielt, etwa 2.4. Diese Losuog drehte im !/;-dm-Rohr gelbes Licht
0.44° pach links. Daraus berechnet sich

‘ ' 0.44. 2.100 86.7°

Die Fliissigkeit wurde weiter im Vakuum auf 6 ccm eingedunstet
und mit 0.6 ccm 5-n, Salzsiure versetzt, der Niederschlag, der beim
Stehen in Eis entstanden war, wurde abgesaugt und mit kaltem Wasser
gewaschen. . Man erhielt 0.35 g, die zur Reinigung aus 5 Tln. heiflem
Wasser umkrystallisiert 0.25 g (Kryst, I) lieferten. Der Schmelzpunkt
der iiber Schwefelsdure getrockneten Substanz lag bei 1756° (Zer-
setzung).

64°¢
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Eine zwéite Krystallisation wurde durch Eindunsten der ersten
Mutterlauge gewonnen und aus der zweiten umgelost: Menge 0.2 g,
Schmp. 175°.

Zur Bestimmung der Aktivitit wurde das Priparat I in der berechneten
Menge "/;-Natronlauge geldst:

0.0550 g Sbst.: 0.4966 g Losung; Prozentgehalt 11.08; Drehung im
Y/, dm-Mikrorohr — 2.149,

20
[l =~ {708 1025 = — 57"

Die Reaktion der Flissigkeit war noch schwach sauer.

Dieser Wert ist in sehr guter Ubereinstimmung mit dem fiir das
Derivat des natiirlichen Oxyprolins gefundenen:

19 4.30. 100
lalo = = 1705, 1085 —

In der Tat sind auch alle anderen Eigenschaften dieselben: beide
Substanzen lésen sich in weniger als 5 Tlo. beiem Wasser und
krystallisieren daraus in glinzenden, acht- und vierseitigen Bléttchen
oder sechsseitigen diinnen Prismen. Auch ihr Gemisch krystallisiert
in schomen Blittchen. Sie schmelzen gleichzeitig erhitzt beim selben
Punkt (175%; die Mischprobe gibt keine Erniedrigung.

Die Analyse der durch die Spaltung gewonnenen Saure gab die erwarteten
Zahlen:

0.1507 g Shst.: 0.3177 g CO,, 0.0742 g H, 0.

CiaH14 04 N;(250). Ber. C 57.55, H 5.60.
Gel. » 3749, » 5.41.

Das Derivat ist in Alkohol und Aceton leicht, in Eisessig ziemlich
schwer, in Chloroform wenig, in Ather und Benzol kaum léslich.

Auch die freie Saure dreht polarisiertes Licht nach links. Die verwendete
wilrige Losung war iibersittigt.

0.0436 g Sbst: 1.150 g Losung. Gehalt: 3.79%; ¢ = — 1.10% d = 101,

[)® — — 57.50.

— 37.20,

d-Phenyl-isocyanat-y-oxyprolin (a).

Durch Einengen der urspriinglichen Chininsalz-Losungen wurden noch
einige Krystallfraktionen (II—-V) gewonnen. Ihre Schmelzpunkte erreichten
jedoch auch nach dem Umlbsen des Salzes aus Alkohol, wozu fir die erste
Fraktion die Mutterlange des reinen Chinin-/-derivates verwendet wurde, nicht
den dieses Salzes. Sie lagen vielmehr bei 202—193°. Dem entsprach die
optische Untersuchung der aus ihnen bereiteten Ammoniumsalze: Fraktion IT
(0.7 g) erwies sich als inaktiv; Fraktion III (1.6 g) enthielt nach ihrer Drehung
al = +-7.5° 209/, iberschiissiges d-Salz; Fraktion IV (2.4 g) bei « P = +-13.5¢
33%, und des in der letzten Mutterlauge enthaltene Salz (1.1 g) wieder 209/,
der d-Form. Zu ihrer Isolierung wurden die drei rechtsdrehenden Losungen
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vereinigt, im Vakuum auf 15 cem eingedampft nnd mit wenig Gberschiissiger
5-n.Salzsiure versetzt, Es entstand sofort ein reichlicher, krystallinischer
Niederschlag, der nach einiger Zeit abgesaugt und mit Wasser gewsachen
wurde. Seine Menge war 1.8 g; er schmolz wie d,/-Phenylisocyanat-oxyprolin
(a) gegen 195° (Zersetzung) und erwies sich in alkalischer Losung als beinshe
inaktiv.

Das Tiltrat von der Racemform wurde im Exsiccator eingedunstet. Den
Rickstand nahm mabp in 2 cem Wasser auf, saugte ab und deckte einige Male
mit sehr wenig Eiswasser. Man erhielt 0.35 g, die gegen 175° schmolzen.
Sie wurden aus 15 Tln. heiBem Wasser umkrystallisiert. Die ausgeschiedenen
glinzenden vier- oder achtseitigen Blittchen oder sechsseitigen dinnen Prismen
wurden iber Schwefelsiure getrocknet. Die Losung in °/3-Natronlauge wurde
optisch untersucht:

0.0490 g Sbst.; 0.4434 g Losung; Gehalt 11.05%; Drehung im !/5-dm-
Robhr +- 1.97°.
1.97.100.2

20 __ — 0
lalp = 4+ 51 1105 1.045 + 34.19,

Das Priparat enthielt also gegen 92°/, iliberschiissige d-Saure.

Da die d-Siure der optische Antipode des Derivats von natiir-
lichem Oxyprolin sein muBte, war zu erwarten, daB sie sich mit
diesem vereinigen und das synthetische Phenylisocyanat-oxyprolin (a)
geben wiirde.

Je 0.1 g der beiden aktiven Formen wurden in je 5 Tin. kochen-
dem Wasser geldst. Beim Mischen und Kochen der Ldsuug blieb ein
dicker Brei ungeloster Krystalle, die erst in Ldsung gingen, als im
ganzen gegen 6 cem Wasser zugegeben waren. Diese Loslichkeit ent-
spricht der des d,l-Phenylisocyanat-oxyprolins (a). In der Tat
zeigten auch die in der Kiilte ausgefallenen Krystalle, 0.15 g glan-
zende Blittchen, das Ausseben und den Schmelzpunkt der Racemform
(Mischprobe).

Spaltung des d,l-Phenylisocyanat-y-oxyprolins (b).

Eine Loésung von 6.2 g reinem b-Derivat und 9 g krystallisiertem Chinin
(statt 9.3 g) in 120 ccm absolutem Alkohol zeigte keine Neigung zu krystal-
lisieren. Sie wurde deshalb mit dem gleichen Gewicht (96 ccm) Wasser ver-
dinnt. Die nach zwei Tagen abgeschiedenen feinen Nadeln wurden abge-
saugt, mit 20 cem 50-prozentigem Alkohol und mit Ather nachgewaschen.
Sie sinterten vou 170° an und schmolzen unter Gasentwicklung bei 186 —188°.
Die Menge dieser Fraktion I war 1.9 g. Durch Verdiinnen des Filtrats mit
55 ccm Wasser wurde nach 2 Tagen eine Fraktion II von 1.5 g erhalten.

Weitere Wasserzugabe fillte nnr noch amorphes Salz; deshalb wurde
im Vakuum voéllig eingedampft. Der Rickstand lieferte in 120 g 50-prozent,
Alkohol aufgenommen beim Stehen iber Nacht eine Fraktion IIl von 2.4 g.
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Das bleibende. Salz- wurde schlieBlich in .60 g Alkohol der gleichen
Stirke. gelost; den bei’ —15° entstehenden Niederschlag krystallisierte ‘man
aus 40 g des gleichen Mittels um. Fraktion IV: 1.7 g.

Die ganzen Mutterlaugen, auch die vom-Unikrystallisiéren der ersten
Fraktionen stammenden, lieferten die Fraktion.V:' 6.8 g (nach Berechnung).

Zur Feststellung, ob Spaltung eingetreten war, wurde zunichst
von I eine Probe von 0.3'g in das Ammoniumsalz verwandelt. Es
wurde folgender Minimalwert gefunden:

1.16°.2.100 . .69
ep=—"%5a =""qa"

Die Hauptmenge des Salzes wurde in 20 cem kochendem 50-prozentigem
Alkohol gelost und durch Abkithlen aut 0° wieder zur Abscheidung gebracht,
Die Menge war 1.2 g; der Schmelzbereich uaverindert 186—188° Die

. 20 44,50 .
Drehung des Ammoniumsalzes [¢]]; worde zu — i bestimmt,
Fraktion II wurde aus dem Filtrat der 1.2 g umgelist: 1.65 g; das
0
Ammoniumsalz zeigte [a]&:—%—; das gleiche Ergebnis hatte die Unter-

suchung der Fraktion IIIL

Die vierte Fraktion erwies sich hingegen in Form des Ammoniumsalzes
als rechtsdrehend:

: 450
[ =+ 27,
Der Rest des Salzes enthielt naturgemiB gleichfalls iiberschiissige d-Sdunre:
249
W=+

l-Phenylisocyanat-y-oxyprolin (b) und Hydantoin.

Zur Darstellung der freien I-Sfure wurden zunichst die Losungen
des I-Salzes im Exsiccator eingeengt und schlieBlich mit der berech-
neten Menge 5-n. Salzséure versetzt. Die Losung schied nichts ab.
Bei volligem Eindunsten blieb die Siure als in Wasser leicht ldslicher
Sirup zuriick. Zur Trennung vom Chlorammonium wurde mit Essig-
ester ausgezogen und Reste von Salz durch Zusatz von Ather gefalit.
Die Esterlosung wurde auf dem Wasserbad verdamplt, aber es gelang
auch nach dieser Behandlung wpicht, die S#ure aus verschiedenen
Mitteln zur Krystallisation zu bringen. ‘

Zwar wurde bei der Probe mit Wasser eine geringe Menge von
Krystallen erhalten; doch erwiesen sich diese als das zugehonge'
Hydantoin.

Es wurde deshalb die ganze Menge. mit verdiinnter Salzsiure auf
dem Wasserbad abgedampft. Der véilig feste Riickstand wurde mit
wenig kaltem Wasser verrieben und abgesaugt. Ausbeute 1.6—1.8 g.
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Zur Reinigung wurde ‘die Substanz aus heilem Wasser umkry-
stallisiert und “fiir die Analyse tiber Schwefelsiiure getrocknet.
0.1401 g Shst.: 0.3201 g CO,, 0.0649 g H,0.
CiaHy903N; (232). Ber. C 62,07, H 5.17.
Gel. » 6231, » 5.15. )
Zur Prifung auf optische Einheitlichkeit wurde sowohl die erste Kry-
stallisation, wie zwei weitere durch Einengen gewonnene untersucht. Es
konnte nur eine .etwa l-prozentige wilrige Losung verwendet werden, - dle
fast gesittigt ist:
0.55°. 100
Far I: [«]}) = — G597 1
DasHydantoin schmilzt bei 156—158°. Es 1§st sich in weniger
als 4 Tln. heiBem Wasser und krystallisiert daraus in glinzenden
schiefen Prismen. Es ist in Aceton und Elsesmg leicht loslich, ziem-
lich leicht in Alkohol, Chloroform, Essigester in der Hitze, in Ather
wenig, in heiflem Benzol ziemlich l@slich.

= — 5520, I[: —55.4° [I1: — 53.7°

d-Phesylisocyanat-y-oxyprolin (b) und Hydantoin.
Die rechtsdrehenden Lésungen des Ammoniumsalzes wurden auf
20 ccm gebracht, dann mit der berechneten Menge Salzsdure versetzt,
worauf man den bei 0" ausgefallenen Niederschlag nach lingerem
Stehen abfiltrierte:” Er bestand aus gegen 1.8'g der d,!-Siure (Sechmelz-
punkt, mangelnde Aktivitit). Durch Einengen des Filtrats wurden
noch 0.1 g davon gewonnen. Die abgetrennte Liosung wurde ohne
weiteres mit verdiinnter Salzsiure auf dem Wasserbad abgedampft,
wonach die Behandlung die gleiche wie beim !-Hydantoin war.
0.1718 g Sbst.: 0.3888 g CO,, 0.0809 g ;0.
CizH;303 N (232). Ber. C 62.07, H 517
Gef. » 61.90, » 5.25.
Es wurde gefunden:
0.52 . 100

(el = + gog | = -+042%
Die sonstigen Eigenschaften sind die gleichen wie belm l-Hv-
dantoin (b).

Abspaltung des Phenylisocyanat-Restes aus der Verbindung
mit Oxy-prolin. -

Die Vorversuche wurden mit dem d,!-Phenylisocyanat-y-oxypro-
lin (b) angestellt.

Es zeigte sich, daB durch Kochen mit Barytwasser eine ‘Zerleguug des
Phenylharnstoft-Abkémmlings in Anilin, Kohlensiure und Oxyprolin bewirkt
werden konnte, Die Umsetzung wurde jedoch erst nach mebrstiindiger Dauer
vollstindig.
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Kochen mit 10-prozentiger Schwefelsiure veranlaBte ausschlieBlich
den Ubergang in das entsprechende Hydantoin. Kohlendioxyd und Anilin
traten dabei iiberhaupt nicht anf; dagegen war dics der Fall, als die Sub-
stanz mit konzentrierter Salzsidure im Robr auf 95° erhitzt wurde. Er-
wirmen mit Anilin anf 100° wihrend mehrerer Stunden fiihrte zur Bildung
eines Anilids der Siure.

Nach diesen Ergebnissen schien es am aussichtsreichsten, die Spaltung
der aktiven Siure mit Salzsiure im Rohr vorzunehmen. 0.3 g Derivat des
natiirlichen Oxyprolins wurden mit 20 ccm Saure (spez. Gew. 1.19) 5 Stuaden
auf 95° erhitzt. Dann dampfte man im Vakuum ein und entfernte die iibrige
Salzsaure durch Behandlung mit Silbercarbonat, engte stark cin und fillte
mit absolutem Alkohol: man erhielt 0.15 g Krystalle, die gegen 250° schmolzen,
von Verunreinigungen wie Chlor, Silber u. a. frei waren.

lhre 5-prozentige Losung in Wasser zeigte jedpch cine nur geringe Dre-
hung, zudem nach rechts: [a]y, ungefihr + 14°% wihrend — 81.04° zu erwarten
waren.

Nach diesem vergeblichen Versuch wurde die Einwirkung von
wilirigem Ammoniak von 259, zunichst aut die d,l-Siure (b)
untersucht. Diese wurde durch mehrstiindiges Erbitzen im Robr auf
95° tatsichlich gespalten und zwar in Phenyl-harnstoff und Oxy-
prolin (b), das in einer Menge von 80 9/, der berechneten herausge-
arbeitet wurde.

Die Ubertragung auf den aktiven Abkommling brachte endlich
den gewiinschten Krfolg.

Kiinstliche Darstellung des natiirlichen Oxyprolins.

1.5 g [-Phenylisocyanat-y-oxyprolin (a) (aus npatiirlicher Amino-
siure) wurden mit 45 ccm wilrigem 25-prozentigem Ammoniak
3 Stunden im Rohr auf 95° erhitzt. Dann dampite man im Vakuum
vollig ein und zog den Riickstand einige Male mit Ather aus, in dem
sich der entstandene Phenyl-barnstoff loste. Den bleibenden Nieder-
schlag nahm man mit absolutem Alkohol auf, wobei sich alshald Kry-
astalle abschieden.

Diese wurden abgesaugt und mit Alkohol nachgewaschen. Menge
0.35 g vom Schmp. 270° (Kr. I).

Die Mutterlauge enthielt noch Ammoniumsalz der Ausgangssiure.
Sie wurde deshalb eingedampft und wieder 3 Stunden im Rohr mit
45 cem Ammoniak auf 95° erhitzt. Die gleiche Verarbeitung lieferte
0.25 g in Alkohol unlésliche Krystalle (Kr. II).

Das Filtrat enthielt noch geringe Mengen Salz, das beim An-
siuern [-Phenylisocyanat-oxyprolin (a) lieferte.

Die Krystallisation I (0.35 g) erwies sich bei der optischen Untersuchung

als stark aktiv.

20 1.13.2. 100
o =~ g0 101 ~ ~ 76" £
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Zur Reinigung wurde die noch etwas aschehaltige Siure aus wenig Wasser
umgeldst. Die glasglinzenden Krystalle wurden zwischen Papier abgepre8t
und iber Schwefelsiure getrocknet: 0.2 g. Es wurde gefunden:

o] = — 2.56.2.100
D 6.612.1.02

Weiteres Umlosen oder anch Auskochen mit Wasser lieferte eine Saure
mit der gleichen Drehung:

—75.9% (£ 0.8°).

3.98.2.100
~10.08.1.085 03"
Das gereinigte Oxyprolin schmolz gegen 274° unter Zersetzung und bil-
dete die charakteristischen Krystalle des natiirlichen Stoffes.
Seine Analyse gab folgende Werte:
0.1500 g Sbst.: 0,2508 g CO,, 0.0939 g H, 0,
C;HgO3N. Ber. C 45.80, H 6.87.
Gel. » 45.60, » 6.94.

Das in den Mutterlaugen gebliebene Produkt wurde aus Methylalkohol
um gelost:

(el =

20
[o]p = —T5.30.

Die Krystaliisation II (0.25 g) war kaum weniger stark aktiv:

s 845°.1002 .
lp’= 90,108 — S LI
Umgelost zeigte sie:
20 3850.2.100 . . .
[do == "gs37103 — 763

Bei einem weiteren Spaltungsversuch diente synthetisches {-Phenyl-
isocyanat-oxyprolin (a).
04 g wurden mit 12 cem Ammoniak 8 Stunden auf 95° erhitzt. Die
Ausbeute an Oxyprolin war 0.18 g (ber. 0.21 g).
Das Rohprodukt zeigte den Zersetzungspunkt 270° und
4.16.2.100

20 —_—— e - == —— 0
(] 1084 . 1.04 8.9
Die aus Wasser umgeldste Sture schmolz gegen 274° und gab
wo_ _356.2.100 .0
lalo == “g347108~ = ~ 706"

Die Drehung des moglichst gereinigten natiirtichen Oxyprolins ist
nur einmal!) bestimmt worden.

15.60°. 100

20 __ 19,007 . AVY
[*lo = — 5398 . 1.032.9

— 81.04¢,

1) B. 85, 2660 |1902]. Weitere genaue Bestimmungen sind entweder ge-
gebenen Falles nicht ausgefihrt worden oder haben einen niedrigeren Wert
ergeben. (Nach giitiger Mitteilung von Hrn. Prot. E. Abderhalden.)
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Da wir aber unter den verschiedensten Bediuguogen nur imnmer
eine Drebung von —76° erreichen konnten, mochten wir einstweilen
diesen Wert fiir den zuverlissigeren bhalten. Der im ganzen nicht
sehr betrichtliche Unterschied mag zum Teil durch Versuchsfehler oder
durch eine Verunreinigung des npatiirlichen Stoffes mit einer moch
stirker drehenden unbekannten Substanz veranlaBt sein. '

Immerhin kann selbstverstindlich auch bei dem kiinstlichen Stoff
eine geringe Racemisierung eingetreten sein.

117. O. Piloty: Bemerkungen zu der Mitteilung
der HHrn. Hans Fischer und Heinrich Rdse im 3. Heft
dieser Berichte!).

(Eingegangen am 27. Februar 1913.)

Ich habe in einer gemeinsam mit S.J. Thannhauser veréffent-
lichten Mitteilung?) eine Siure von der Zusammensetzung C,; Hzs N3 Oy
beschrieben, welche wir durch Reduktion des Bilirubins mittels Jod-
wasserstoff erhalten haben und mit dem Namen Bilinsiure be-
legten. Fast gleichzeitig veroffentlichten H. Fischer und H. Rose?®)
ebenfalls eine Arbeit iiber diese Siure und nanoten sie Bilirubin-
siure. Um einer Verwirrung in der Literatur vorzubeugen, michte ich
betonen, daBl Bilinsiure und Bilirubinsiure ein und dieselbe
Substanz bezeichnen. Ferner habe ich in oben erwihnter Mitteilung
(8. 206) zuerst die von mir Isophonopyrrol-carbonsiure ge-
nanote Substanz beschrieben und genau charakterisiert. Spiter fanden
H. Fischer und E. Bartholomaeus*) diese zweite Substanz eben-
falls und npannten sie »isomere Phounopyrrol-carbonsiure«, an
welcher Bezeichnung die Autoren bis jetzt festhalten.

Ferver habe ich in oben zitierter Mitteilung (S. 197) den Nach-
weis gefihrt, da im Bilirubin drei Kerne enthalten sind, von
denen zwei einander dhunliche durch die [sophonopyrrol-carbousiure
zusammengehalter werden, da diese Siure durch schmelzendes Alkali
sowohl in Form von Dimethylpyrrol als auch als Trimethylpyrrol ab-
gespalten wird. Dies hiétte Erwihnung finden miissen, als die HHrn.
H. Fischer und H. Rose?®) schrieben, dafl sie »zum erstenmal« den
Beweis geliefert haben, dal im Hemibilirubin und Bilirubin ein
dritter Pyrrolkern enthalten sein muf}.

ty B. 46, 439 {1913]. %) A. 890, 191 u. 202 [1912].
3 B. 46, 1579 [1912]. % B. 45, 1979 [1912].
%) B, 46, 439 [1913].



