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In analoger Weise wurde BUS B-Nitro-9-chlor-crcridin') das d-Nitro-9-[(b;-diU1hyloniino- 
~ ~ - ~ n c f l i ~ l - b r i f ~ l ) - u t ~ i i t i o / - ~ i c r i ~ i t i  erhalten und als Dipikrat isoliert. 2ers.-P. 245' (aus Aceton- 
Athanol). 

C Z Z H ~ ~ O ~ N ~ . ~ C ~ H ~ O ~ N ~  (838.0) Ber. N 16.7 Gef. N 16.4 

2-Me//io.ry-CI-iiirro-Y-phenox.~-arriditr: 1 g I11 wird mit 5 ccm frisch dest. Plienol I Stde. 
auf  I 10' erhitzt und das erkaltete Reaktionsgemisch in eine 10-proz. Natriumhydroxydlosung 
gegeben. Das sich dabei ausscheidende Reaktionsprodukt wird abfiltriert, mit Wasser ge- 
waschen und aus Athanol umkristallisiert. Schwach gelbe Nadeln, Schmp. 185". 

C ? O H I ~ O ~ N ~  (346.0) Ber. N 8.1 Gef. N 8.2 

Entsprechend wurde aus CI-Nirro-9-clilor-ncriditr das 8-Nitro-9-phenox.v-ucric/iN erhalten. 
Schmp. 214" (aus verd. Athanol), schwach gelbe Nadeln. 

C19H1203N2 (316.0) Ber. N 8.8 Gef. N 9.0 

2-Mctlto~~.~-El-nirro-Y-crnrino-crcridiii: I g 111 wird in 5 ccm Phenol heiR gelost, 0.2 g 
I N H ~ ) ~ C O ~  zugefigt, das Gemisch I Stde. auf 110" erhitzt und wie oben aufgearbeitet. 
Rraunes. kristallines Pulver; Schmp. 295" (aus Athanol). 

C14H~103N3 (269.0) Ber. N 15.6 Gef. N 15.3 

H.rdrorliloricl, Schmp. iiber 300',. 
C I J H ~ ~ O ~ N ~ . H C I  (305.5) Ber. N 13.8 CI 11.6 Gef. N 13.6 CI 12.0 

In analoger Weise wurde aus 8-Ni/ro-Y-rlrlor-trcriJin das Hydrochlorid des X-Ni1ro-9-nmino- 
ticridiris bereitet. Zcrs.-P. 292". 

C I J H Q O ~ N , . H C ~  (275.5) Ber. N 15.2 CI 12.9 Gef. N 15.0 CI 13.1 

BURCHARD FRANCK und JURGEN KNOKE*) 

x-K ETOSAUREN 1 N PROTEJNHY DROLYSATEN 

Aus dem Organisch-Chemischen lnstitut der Universitiit Gottingen 
(Eingegangen am 26. Juli 1957) 

Die Untersuchung von Proteinhydrolysaten auf a-Ketosluren ergab, daR wei- 
tere p-Hydroxy-a-aminosauren auRer Serin und Threonin als Proteinbausteine 
niengenmlRig auch dann nicht in Betracht kommen, wenn manderen Hydrolysen- 
empfindlichkeit beriicksichtigt. In den Hydrolysaten von Seidenfibroin, Zein, 
Gelatine, Casein, Blutalbumin und Eieralbumin wurden nur Brenztrauben- 
slure und a-Ketobuttersaure, die Umwandlungsprodukte von Serin und 

Th reon i n , nach gew iesen. 

Unter den natiirlichen Aminosauren nehmen die Hydroxy-aminosauren wegen ihres 
trifunktionellen Charakters und als Verkniipfungsstelle fur Phosphorslurel) eine 
wichtige Stellung ein. Von den 23 bisher in biologischem Material nachgewiesenen 
Hydroxy-aminosauren wurden 5 aus Proteinen isoliert. An P-Hydroxy-a-aminosau- 

*) Diplomarbeit Univ. Gottingen 1957. 
1) C. RIMINGTON, Biochem. J. 21, 1179 [1927]; F. A. LIPMANN und P. A. LEVENE, J. biol. 

Chemistry 98, 109 [1932]. 
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ren, die hydrolysenempfindlich sind, wurden in Proteinhydrolysaten bisher nur 
Serin und Threonin nachgewiesen. Zahlreiche Angaben uber das Auftreten weiterer 
P-Hydroxy-a-aminosauren, wie Hydroxy-gluraminsiiure2), Hydroxy-asparagins&ure3), 
Hydroxy-tryptophan4), Hydroxy-valins) und Hydroxy-IeucinS) lieBen sich in der Folge- 
zeit nicht bestatigen7-11). Es erscheint bemerkenswert, daD das Auftreten von P-Hy- 
droxy-a-aminosauren auf die beiden einfachsten Vertreter, !kin und Threonin, 
beschrankt sein soll, und man legt sich die Frage vor, ob nicht moglicherweise doch 
kompliziertere Vertreter dieses Verbindungstyps in Proteine eingebaut sind. DaD sie 
sich im Hydrolysat nicht nachweisen liekn, konnte auf ihre geringe Menge und 
Zersetzlichkeit bei der Hydrolyse zuriickfiihrbar sein. 

Wie TH. W I E L A N D ~ ~ )  fur den alkalischen und K.  H E Y N S ~ ~ )  fur den sauren Bereich nach- 
gewiesen haben, werden P-Hydroxy-a-aminosauren bei der Proteinhydrolyse auf zwei ver- 
schiedenen Reaktionswegen abgebaut. Der Weg A, von einer Dehydratisierung eingeleitet, 
fuhrt unter Abspaltung von Ammoniak zur a-Ketosaure sowie zur hydroxylfreien Amino- 
siure gleicher Kettenlange. Dabei konnte, wie wir im Falle des Threonins fanden, die Um- 
wandlung in a-Aminobuttersaure aul3er auf dem Weg I-IV auch als Reduktion durch den 

__ - 

A 

Dehydratisierung 

CO2H CO2H CO2H COzH 
I I I I 

CH-NHz -H20 C-NHz +HZO C O  Amhierung CH-NHz 
I 

CH-OH 
I 
R 

I1 --NH; dHZ -- dHZ -+ 
CH 

I 
R 

I 
R 

I 
R 

1 I1 111 1v 

B 

CO2H 
I V 

CHz-NHz 
Aldolspaltung I - + 

CHo I V I  
R 

nach Reaktionsweg B gebildeten Acetaldehyd erfolgen (vgl. Versuchsteil). Der Reaktionsweg B 
entspricht einer Aldolspaltung und ftihrt zu Glycin und einem Aldehyd. Obwohl beide Re- 
aktionen grundsatzlich nebeneinander ablaufen, hangt es doch von der Art des Restes R ab, 
ob  A oder B bevorzugt ist. So tritt beim Threonin A gegenuber der Glycinbildung, verglichen 

2) H. D. DAKIN, Biochem. J. 12. 290 [1918]; Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 130, 159 

3) Z. H. SKRAUP, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 42,274 [1904]. 
4) E. ABDERHALDEN und M. KEMPE, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 52, 207 [1907]. 
5)  M. A. B. BRAZIER, Biochem. J. 24,1188 [1930]; E. J. CZARNETZKY und C. L. A. SCHMIDT, 

6 )  H. D. DAKIN, J. biol. Chemistry 154, 549 [19441. 
7) C. E. DENT und D. I. FOWLER, Biochem. J. 56, 54 [1954]; H. BAILEY, A. C. CHIBNALL, 

8) E. ABDERHALDEN und H. SICKEL, Hoppe-Seyler’s 2. physiol. Chem. 138, 108 [1924]; 

9 )  E. ABDERHALDEN und K. HEYNS, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 229, 236 [1934]. 
10) E. ABDERHALDEN und K. HEYNS, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 530 [1934]. 
11) TH. WIELAND und L. WIRTH, Chem. Ber. 82, 468 [1949]. 
12) K. HEWS und W. WALTER, Hoppe-Seyler’s 2. physiol. Chem. 294. 1 1 1  [1953]. 

[1923]. 

J.  biol. Chemistry 92, 453 119311. 

M. W. REES und E. F. WILLIAMS, Biochem. J. 37, 360 [1943]. 

144, 80 [1925]. 

Chemische Berichte Jahrg. 90 I S9 
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mit Serin, zuriick, wlhrend bei synthetischem p-Hydroxy-valinI3) unter alkalischen Hydro- 
lysenbedingungen nur Reaktion B und kein nach A gebildetes Valin nachgewiesen werden 
konnte. Serin und Threonin werden unter den Bedingungen normaler Proteinhydrolysen nur 
unvollstandig gespalten und sind noch im Hydrolysat nachweisbar. Fur kompliziertere 
3-Hydroxy-a-aminosauren mu8 ein weitgehender Abbau in Betracht gezogen werden (Tab. I ). 

Tab. 1. Zersetzung von p-Hydroxy-a-aminosauren bei der Hydrolyse 

Serinll) 

Threoninl4) 
Threoninl5) 

Threonin15) 

Threonin im 
Actinomycin CIS) 
Threonin im 
Actinomycin CI5) 
P-Hydroxy- 
glutaminsiurel6) 
b-Hydroxy- 
glutaminsaure 17) 

P-H ydroxy- 
glutaminsaure 17) 

P-H ydroxy- 
glutamins~ure~7) 
P-H ydroxy- 
glutaminsaure 17) 

HeiOgesBtt. 

5 n  NaOH 
13 n HzS04 

I3 n H2SO4 

I3 n HzSO4 

I3 n HzSO4 

5 .5n  HCI 

6n HCI 

Ba(OHh 

5fl HzS04 

5 n H2SO4 

6n H2S04 

110" 

105" 
160" 

160" 

100" 

160' 

110" 

100" 

100- 

100" 

135" 

15 Alanin, Glycin 

24 a-Aminobuttersaure, Glycin 

(Propionsaure) 

(Propionslure) 

(Propionsaure) 

(Propionsaure) 
24 P-Hydroxy-glutaminsaure 

(Ausgangsprod.) 
10 Ammoniak 

3 a-Ketobuttersaure 

4.5 a-Ketobutterslure 

3 a-Ketobuttersaure 

3 a-Ketobutterslure 

16.5 Ammoniak 

31.5 Ammoniak 

9 Ammoniak 

Es sollte jedoch moglich sein, die Existenz empfindlicher P-Hydroxy-a-aminosauren 
dadurch nachzuweisen, daR man ein charakteristisches Abbauprodukt  aus dem 
Hydrolysat isoliert, von dem aus sich die Konsti tution der ursprunglich vorhandenen 
Hydroxy-aminosaure ablciten la&. Fur diesen Zweck kommt  von den nach A und B 
gebildeten ninhydrinpositiven und ninhydrinnegativen Umwandlungsprodukten nur  
die a-Ketosaurr in Betracht, denn Glycin und die  hydroxylfreie Aminosaure gleicher 
Kettenlange konnen mit schon vorhandenen Bestandteilen des Hydrolysates identisch 
sein; Ammoniak ist unspezifisch, und Aldehyde lassen sich in Gegenwart von 
Arninosauren nicht ohne  weiteres nachweisen. 

Wihrend die ninhydrinpositiven Umwandlungsprodukte der P-Hydroxy-a-aminosiuren 
schon eingehend untersucht worden sind, liegen uber die Bildung von a-Ketosauren unter 
Hydrolysenbedingungen erst wenige Angaben vor. F. BETTZIECHE~~) erhielt Brenztrauben- 

13) TH. WIELAND, H. CORDS und E. KECK, Chem. Ber. 87, 1312 [1954]. 
14) J .  M. BREMNER, Nature [London] 168, 518 [1951]. 
15) H. BROCKMANN und B. FRANCK, Naturwissenschaften 42, 180 [1955]. 
16) B. NICOLET und L. SHINN, J. biol. Chemistry 142, 609 [1942]. 
17) F. KNOOP, F. DITT, W. HECKSTEDEN, J. MAIER, W. MERZ und R. HARLE, Hoppe- 

18) Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 150, 177 [1925]. 
Seyler's Z. physiol. Chem. 239, 30 [1936]. 
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saure durch Einwirkung von 1 S-prOZ. Schwefelsaure auf Serin. Ferner hatte sich gezeigt, daB 
beim Erhitzen des Chromopeptides Aetinomyciti C rnit verd. Schwefelsaure das darin ent- 
haltene Threonin zu 45 % in a-Ketobutterslure bzw. deren Folgeprodukt Propionsaure 
iibergefiihrt wird 15) und daB die a-Ketobuttersaure Urheber des nur in Hydrolysaten threonin- 
haltiger Peptide beobachteten Bouillon-Geruches ist19.20). Uber den Nachweis von a-Keto- 
sauren bei der alkalischen Hydrolyse von P-Hydroxy-a-aminosauren war nichts bekannt. 

Um durch Isolierung von a-Ketosauren aus den Hydrolysaten etwas uber die in 
Proteinen enthaltenen P-Hydroxy-a-aminosauren aussagen zu konnen, war es not- 
wendig, empfindliche Nachweisverfahren fur a-Ketosauren zu haben, ferner Hydroly- 
senbedingungen ausfindig zu machen, die folgende Forderungen erfullen : 

1. 

2. 
3. 

Moglichst weitgehende Umwandlung der p-Hydroxy-a-aminosauren in a-Keto- 
sauren. 
Geringe Zersetzung der a-Ketosauren. 
Geringe Aminierung der a-Ketosauren. 

NACHWEIS DER a-KETOSAUREN 

Die zu Vergleichszwecken benotigten a-Ketosauren (Tab. 2) wurden nach der Oxal- 
ester-Methode21) dargestellt. Eine quantitative Isolierung dieser a-Ketosauren aus den 
Hydrolysaten war, wie sich zeigte, nur durch kherextraktion moglich. Die Fluchtigkeit 
mit Wasserdampf war nur bei der a-Ketoisocapronsaure fur ein Isolierungsverfahren 
ausreichend. Nachweis und Bestimmung der a-Ketosauren wurden papierchromato- 
graphisch nach drei verschiedenen Methoden durchgefuhrt. Und zwar wurden die 
a-Ketosauren einmal als solche chromatographiert und auf dem Papier durch Um- 
setzung mit o-Phenylendiamin in die Chinoxalinole ubergefuhrtsz), die im UV-Licht 
intensiv gelbgrun fluoreszieren. Zweitens wurden sie durch Chromatographieren der 
2.4-Dinitrophenylhydrazone auf gepuffertem Papierzu bestimmt. Als dritte, unab- 
hangige Methode wurden die a-Ketosauren durch Umsetzung mit 2.CDinitrophenyl- 
hydrazin und anschlieBende katalytische Hydrierung in Aminosauren ubergefuhrt24) 
und diese papierchromatographisch identifiziert. Das letztere Verfahren ist neben 
seiner grokren Empfindlichkeit der direkten Bestimmung von 2.4-Dinitrophenyl- 
hydrazonen deswegen iiberlegen, weil einige 2.4-Dinitrophenylhydrazone von a-Keto- 
sauren im Chromatogramm zwei Zonen ausbilden, die der cis- bzw. trans-Form zuzu- 
schreiben sindzs). Die untere Nachweisgrenze fur a-Ketosauren betragt bei den drei 
Verfahren 10, 20 bzw. I5 y. 

BILDUNG DER U-KETOSAUREN 

Zur Ermittlung der fur die Bildung von a-Ketosauren gunstigsten Hydrolysen- 
bedingungen wurden synthetische a-Ketosauren, Threonin, ein Threoninpeptid und 

19) H. BROCKMANN und B. FRANCK, Angew. Chem. 67, 303 [1955]. 
20) TH. WIELAND und H. WIEGANDT, Angew. Chem. 67, 399 [1955]. 
21) F. ADICKES und G. ANDRESEN, Liebigs Ann. Chem. 555, 41 [1944]; E. VOGEL und 

22) TH. WIELAND und E. FISCHER, Naturwissenschaften 36, 219 [1949]. 
23) S. M. ALTMANN, E. M. CROOK und S. P. DATTA, Biochem. J. 49, LXIIl [1951]. 
24) A. MEISTER und P. A. ABENDSCHEIN, Analytic. Chem. 28, 171 [1956]. 
2 5 )  F. A. ISHERWOOD und D. H. CRUICKSHANK, Nature [London] 173, I21 [1954); F. A. 

H. SCHINZ, Helv. chim. Acta 33, 116 [1950]. 

ISHERWOOD und R. L. JONES, Nature [London] 175, 419 [1955]. 
159' 
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Eieralbumin sauren und alkalischen Hydrolysenbedingungen ausgesetzt. In den alkali- 
schen Hydrolysaten IieDen sich in keinem Fall a-Ketosauren nachweisen. Im sauren 
Bereich, beim Erhitzen mit 6 n HCI wahrend 14 Stdn., waren die untersuchten a-Keto- 
sauren bis 140" bestandig. Oberhalb dieser Temperatur nahm deren Menge fort- 
laufend ab, bis schlieBlich im Hydrolysat von 170" praktisch keine a-Ketosauren 
mehr nachweisbar waren. Im Gegensatz dazu erhoht sich die aus Threonin, Threonin- 
peptid und Protein gebildete Menge an a-Ketosaure mit steigender Temperatur (Tab. 2). 
Unter Berucksichtigung dieser gegenlaufigen Temperaturabhangigkeit von Bildung 
und Zersetzung der a-Ketosauren bei sauren Hydrolysenbedingungen war der Tempe- 
raturbereich von 140" fur eine gute Ausbeute an a-Ketosauren optimal. 

Tab. 2. Bestandigkeit und Bildung von a-Ketosauren bei der sauren Hydrolyse 
mit 6 n  HCI wahrend 14 Stdn. 

(Relative Mengenangaben nach dem Ergebnis vergleichbdrer, papierchromatographischer 
Untersuchungen im AnschluD an die Hydrolyse: ++ = intensiv, + = noch erkennbdr, 

- = nicht erkennbar) 
- 

Untersuch te Substdnz 

a-Ketoglutarsaure 
Brenztraubensaure 
%- Ketobuttersaure 
a- Ketovaleriansaure 
a-Ketoisocapronsaure 
Threonin 
Carbobenzoxy-threonyl- 

isoleucin-methylester 
Eieralbumin 

H ydrolysentempera tur 
110" 130' 140" 150- I70 

++ ++ ++ T ++ ++ + 3- i + i~ -1- -1. -1- i i- 
-t + i -  -t -t + 4- 

.+ -L + -1- I 

+ ++ +s  + + + 

_ _  
+ i- ++ ++ + t- -r 

- 

A u k r  Bildung und Zersetzung der a-Ketosauren war auch deren Aminierung zu 
berucksichtigen. Bei dieser Aminierung durch eine andere Aminosaure wird die Aus- 
beute an a-Ketosaure verringert. Eine neue a-Ketosaure entsteht nach R. M. HERB ST^^) 

nicht, weil die Aminosaure, die mit der a-Ketosaure unter Umaminierung reagiert, 
dabei decarboxyliert : 

CO2H CO2H C02H CO2H 
I I I I 

C02H 

R' R" R' R" R" 

Um den Grad der Umaminierung zu untersuchen, wurden in getrennten Ansatzen 
Glycin, a-hinobutterslure, Leucin, Glutaminsaure, Asparaginsaure, Threonin und 
ein Threonylpeptid mit Brenztraubensaure in 6 n HCl 14 Stdn. auf 140" erhitzt. An- 
schlieknd lien sich in allen Fallen noch Brenztraubensaure und nur eine geringe 
Menge des durch Umaminierung gebildeten Alanins nachweisen. Somit war gezeigt, 
daB unter den zur Umwandlung von (3-Hydroxy-a-aminosauren in a-Ketosauren 
gunstigsten Bedingungen der sauren Hydrolyse Aminierung von a-Ketosauren nur in 
geringem MaDe eintritt. Bei der alkalischen Hydrolyse (40-proz. Ba(OH)2, 14 Stdn. 
140") dagegen zeigte ein mit Glycin und a-Ketobuttersaure durchgefuhrter Versuch, 

~~ 

26) J. Amer. chem. SOC. 58, 2239 (19361. 
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daR Umaminierung nahezu quantitativ eingetreten war27). Die Aminierung der 
a-Ketosaure verlauft im alkalischen Bereich also noch schneller als deren Zersetzung. 

PROTEINHYDROLYSEN 

Seidenfibroin, &in, Gelatine, Casein, Blutalbumin und Eieralbumin wurden unter 
den genannten Bedingungen hydrolysiert und die Hydrolysate auf a-Ketosauren 
untersucht. In allen Fallen konnten nur Brenztraubensaure und a-Ketobuttersaure 
nachgewiesen werden (Tab. 3), die aus Serin und Threonin entstanden sind. Beim 
Eieralbumin wurde das Mengenverhaltnis der beiden a-Ketosauren im Hydrolysat 
gravimetrisch und kolorimetrisch bestimmt. Es entspricht wegen der groOeren Hydro- 
lysenempfindlichkeit des Serins gegenubex Threonin nicht dem Mengenverhtiltnis der 
beiden P-Hydroxy-a-aminosauren im Protein. 

Tab. 3. a-Ketosauren im Hydrolysat verschiedener Proteine (6n HCI, 14 Stdn. 140") 

a-Ketosauren im Hydrolysat 

traubensaure buttersaure a-Ketosauren 
Protein Serin Threonin Brenz- a-Keto- Sonstige 

_ _  . -_ 
- Seidenfibroin 16.2 % 1.6 % ++ I 

Zein 7.1 % 3.5 % ++ 
Gelatine 3.2 "/, 2.2 "/o + S  + 
Casein 6.3 % 4.9 % ++ 
Blutalbumin 4.2 % 5.8 % ++ 4- 

+ 
+ 

~ 

- 
- 
.- 

100 g Eieralbumin 8.2 % 4.0 "/, 98.5 mg 7.3 mg ~ 

Das Gesamtergebnis dieser Befunde ist, daB in den untersuchten Proteinen die 
Menge an anderen P-Hydroxy-a-aminosauren a u k r  Serin und Threonin nicht 
grol3er sein kann als hiichstens 0.5 %. Bei dieser Angabe ist vorausgesetzt, daO sich die 
hoheren P-Hydroxy-a-aminosauren in etwa gleichem Umfang wie Serin und Threonin 
in besandige a-Ketosauren umwandeln. Da jedoch deren Zersetzlichkeit wahrschein- 
lich groRer ist, wird die Grenze, bis zu der sich ihr Vorhandensein ausschliekn lafit, 
vermutlich noch tiefer liegen als 0.5 %. Somit konnen, auch wenn man annimmt, daB 
die hoheren (3-Hydroxy-a-aminosauren bei der Hydrolyse vollstandig zersetzt werden. 
Hydroxy-glutaminsaure, Hydroxy-asparaginsaure, Hydroxy-tryptophan, Hydroxy- 
valin und Hydroxy-leucin als Proteinbausteine mengenmaBig keine Bedeutung haben. 
Uber Hydroxy-aspuruginsriure laBt sich keine Entscheidung treffen, weil die hieraus 
gebildete Oxalessigsaure unter sauren Hydrolysenbedingungen unbestandig ist. 

Herrn Prof. Dr. H. BROCKMANN danken wir herzlich fur wertvolle Anregungen. 

27) Die Angabe von R. M. HERB ST^^), wonach Umaminierung zwischen a-Ketosauren und 
ct-Aminosluren durch Laugezusatz verhindert wird, muB somit korrigiert werden. Alkalische 
Bedingungen scheinen vielmehr besonders giinstig fur die Umaminierung zu sein (vgl. I .  c.20)). 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Liisiingsmirrelsys~eme zur Verteilungschromutographie auf Papier und an Cellulosepulver: 
I )  Propionslure, Wasser, n-Butanol, n-Dibutylather 3 : 5 :4: 6; 2) tert. Amylalkohol, hhano l .  
Wasser 5: 1 :423): 3) Boratpuffer I)H 9.2, Butylacetat, tert. Amylalkohol 2: I : 1 ; 4) n-Butanol. 
Essigslure, Wasser 5 : 1 : 4. 

Modellsubsranren: Die a-Ketosiuren wurden nach bekannten Verfahrenzl) dargestellt, 
durch fraktionierte Destillation bzw. Umkristallisieren gereinigt und zur Charakterisierung 
in die 2.4-Dinitrophenylhydrazone. sowie nach D. C. MORRIS ON^^) in die Chinoxalinole uber- 
gefuhrt. Als Ausgangsmaterial fur die Proteinhydrolysen wurden gereinigte Handelsprapa- 
rate verwendet. Ober die Darstellung des noch nicht beschriebenen Carbobenzoxy-threonyl- 
isoleucin-methylesters soil in anderem Zusammenhang29) berichtet werden. 

Pupierchromcrrogruphische Bestimmrtng der (1- Kerosauren 

a) Freie (1- Ketosiiuren: Die freien a-Ketosauren wurden als I-proz. waBrige Losung auf 
den Startkreis eines Ringpapierchromatogrammes (SCHLEICHER & SCHULL 2043 b) aufge- 
tragen. Nach Entwickeln des Chromatogrammes mit Phasenpaar 1 wurden die z-Ketosauren 
nach TH. WIELANLI und E. F I S C H E R ~ ~ )  durch Bespruhen mit einer Losung von 0.05 o-Pheny- 
lendiamin in 10-proz. wal3riger Trichloressigsiure und 3 Min. Erhitzen auf 100' in Chin- 
oxalinole ubergefuhrt, die durch ihre intensive, gelbgrune Fluoreszenz im UV-Licht sichtbar 
sind. Untere Nachweisgrenze IOy. Die Erhitzungsdauer kann nach unseren Befunden auch 
ijberschritten werden. Die gelbgriine Fluoreszenz der Zonen ist im Dunkeln 2 Tage, im 
Tageslicht nur wenige Stunden haltbar. Mit dem Phasenpaar 1 werden die langsam und die 
schnell laufenden a-Ketosiuren gut voneinander getrennt (Tab. 4). 

b) 2.4- Dinitrophen~lh~drurone: Die 2.4- Din i t ropheny I hydrazone der a-Ketosau ren wu rden 
eindimensional, absteigend auf Papier (SCHLEICHER & S c H i j L L  2043 b), das mit Boratpuffer 
PII 9.1 impragniert war, chromatographiert (Phasenpaar 2, 40 Stdn. Laufzeit). Die Empfind- 
lichkeit dieser Bestimmungsmethode laRt sich durch Auswertung im UV-Licht, wobei auch 
sehr schwache Zonen durch ihre hellbraune Fluoreszenz deutlich sichtbar werden, noch er- 
hohen. Untere Nachweisgrenze 15-2Oy (Tab. 4). 

Tab. 4. Papierchrornatographische Bestirnmung der a-Ketosauren 
. . .  . . .. . . . . .. . ._ __ -_ 

Nachweismethode und Rp-Werte 
Ketosaure Freie a-Ketosaure *) 2.4-Dinitrophenylhydrazon 

der a-Ketosaure * *) 
. . ~ . .. .. . _. .. . . . . . . . -. 

z-Ketoglutarsaure 
Brenztrau bensaure 
a-Ketobuttersiiure 
2- Ketovaleriansaure 
a-Ketoisocapronsaure 

0.36 0.10 
0.43 0.41 und 0.62 
0.64 0.71 
0.86 0.79 
0.95 

Untere Nachweisgrenze I O Y  20 Y 
'1 Ringpapierchromatogramm, Phawnpaar 1. 

Identifizierung cler heiden Zonen des Brenzrrcriibensaure-2.4-dinirrophet1~lh.vdr~irons 01s cis- 
uirdfrun.c.-Form: Auf dic Startlinie eines Chromatogrammbogens (40 x 50 cm) wurden 0.1 ccm 
2-proz. methanol. Losung von Brenztraubensaure-2.4-dinitrophenyl hydrazon aufgetragen und 

*I Abstcigendes Chromatogramm. Phasenpaar 2. 

28) J. Amer. chem. SOC. 76, 4483 [1954]. 
29)  H. BROCKMANN und B. FRANCK. unveroffentlicht. 
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in der beschriebenen Weise mit Phasenpaar 2 entwickelt. AnschlieDend schnitt man die ge- 
trennten Zonen heraus, eluierte jeweils mit 10 ccm 5-proz. Natriumhydrogencarbonat- 
Losung - wobei die Ttmperatur der Lasung unterhalb von 20" gehalten wurde -, sluerte 
mit n HCI auf P H  3 an, extrahierte mit Chloroform-Ather 9 :  I ,  trocknete mit Natriumsulfat 
und zog das Losungsmittel unter Wasserkuhlung bei 1 5 O  i. Vak. ab. Die Ruckstande der 
beiden Eluate wurden bei 20" i. Hochvak. getrocknet. Mengenverhlltnis trans- zu cis-Form = 

3: 1. Die beiden Ruckstande wurden nach der lsolierung sofort spektroskopisch untersucht. 
Sie stimmen in ihren Eigenschaften rnit den von F. A. IS HER WOOD^^) beschriebenen cis- 
und trans-Formen uberein. Frakrion I (cis-Form): RF 0.62. schwache Rotfarbung mit 1.5n 
NaOH, 1,378my (Pufferlasung P H  8.6), VC=O 1739 und 1705 cm-1 (KBr). Fraktion I I  
(trans-Form): RF 0.41, deutliche Rotfarbung mit 1.5n NaOH, I,,, 368mp (PufferlSsung 
P H  8.6), vc=o 1730 cm-1 (KBr). 

ldentifizierung von a-Ketosaure-2.4-dinitrophenylhydraronen durch katalyrische Hydrierung: 
Eine Suspension von 20 mg PtO2-Katalysator (Degussa) in 10 ccm Wasser wurde in einem 
50-ccm-Schiittelautoklaven vorhydriert ( I  Stde., 5 at H2-Druck), mit einer Lasung von je 
I0 mg der 2.4-Dinitrophenylhydrazone von Brenztraubensaure und a-Ketobuttersaure in 
10 ccm Methanol versetzt und 16 Stdn. bei 20" unter demselben Wasserstoffdruck geschuttelt. 
Nach Abdestillieren des Ltisungsmittels i. Vak. extrahierte man den Ruckstand zur Ab- 
trennung des entstandenen Triaminobenzols und von nicht umgesetztem 2.4-Dinitrophenyl- 
hydrazon mit 10 can Tetrachlorkohlenstoff, kochte ihn darauf mit 3 ccm absol. Methanol 
aus, dampfte den Methanolauszug ein und untersuchte ihn im Papierchromatogramm auf 
Aminosauren (System 4). Es wurden Alanin und a-Aminobuttersiiure nachgewiesen. Untere 
Nachweisgrenze 15y. 

Wasserdampfdestillation der a-Ketosauren: Aus einer Losung von je 100 mg a-Ketoglutar- 
saure, Brenztraubensaure, a-Ketobuttersaure, a-Ketovaleriansaure und a-Ketoisocapron- 
slure in 6 ccm Wasser wurden unter mehrmaligem Nachgeben von Wasser insgesamt 25 ccm 
abdestilliert. AnschlieRend extrahierte man das Destillat sechsmal mit 25 ccm Ather und 
dampfte die Atherauszuge ein. Die papierchromatographische Untersuchung des wanrigen 
Destillationsruckstandes und des Ruckstandes vom Atherauszug ergab, daR alle a-Ketosauren 
rnit Ausnahme der zu etwa 50 % ubergegangenen a-Ketoisocapronsaure im Ruckstand der 
Wasserdampfdestillation verblieben waren. 

kjherextraktion der a-Ketosauren: Eine Lbsung von je 60 mg a-Ketobuttersaure. a-Keto- 
glutarsaure, Brenztraubensaure, a-Ketovaleriansaure und a-Ketoisocapronsaure in 6 ccm 
Wasser wurde sechsmal rnit je 20 ccm Ather extrahiert. Nach dem Ergebnis einer papier- 
chromatographischen Untersuchung der waRrigen Phase und des Atherauszuges befanden 
sich die a-Ketoglutarsaure zu ca. 70 %, die anderen a-Ketosauren quantitativ in der ltheri- 
schen Phase. 

Bestandigkeit und Bildung von a-Ketosauren bei der Hydrolyse 

a) Sauer: In Reihenversuchen wurden Gemische der a-Ketosauren (je 50 mg), ferner 
Threonin (50 mg), Carbobenzoxy-threonyl-isoleucin-methylester (100 mg) und Eieralbumin 
( 1  g) mit je 5 ccm 6n HCI im EinschluDrohr mit Hilfe eines regelbaren. elektrischen Heiz- 
ofens wahrend 14 Stdn. auf I lo", 130", 140", 150" und 170" erhitzt. Nach beendeter Hydrolyse 
verdunnte man den Rohrinhalt mit demselben Volumen Wasser, extrahierte funfmal rnit 
20 ccm Ather,. dampfte den bber Natriumsulfat getrockneten Atherauszug ein und unter- 
suchte den Ruckstand papierchromatographisch auf a-Ketosluren (vgl. Tab. 2). Ein Teil der 
Substanzen wurde aunerdem in gleicher Weise mit 20-proz. Schwefelsaure hydrolysiert. Bei 
diesen Versuchen zeigte sich kein Unterschied gegenuber der Salzsaure-Hydrolyse. 
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b) Alkulisch: Wie fur die saure Hydrolyse beschrieben, wurden dieselben Substanzen rnit 
5 ccm einer heiogesattigten 40-proz. Bariumhydroxydlosung jeweils 14 Stdn. auf 140" erhitzt. 
AnschlieBend neutralisierte man den Rohrinhalt mit 2 n  H2S04, sauerte nach Abfiltrieren des 
Bariumsulfates rnit Salzsaure auf p11 1 an, extrahierte wie oben mit Ather und untersuchte 
den Ruckstand papierchromatographisch auf a-Ketosauren (vgl. Tab. 2). 

Aminierrtng von u-Ketosouren hei dcr Hydro1.v.w 

a) Sauer: ln Reihenversuchen wurden je 50 mg Glycin, a-Aminobuttersiiure, Leucin. 
Glutaminsiiure und Asparaginsaure rnit je 100 mg Brenztraubensaure und 1 ccm 6 n  HCI im 
EinschluBrohr 14 Stdn. auf 140" erhitzt. AnschlieDend verdiinnte man das Hydrolysat mil 
10 ccm Wasser. atherte aus, untersuchte den Riickstand des Atherauszuges papierchromato- 
graphisch auf r-Ketosauren und den der waRrigen Phase auf Aminosauren. In allen Ver- 
suchsansatzen lieB sich an a-Ketosiiuren nur Brenztraubensaure, an Aminosauren neben 
den Ausgdngsaminosauren eine deutlich sichtbare Alanin-Zone und auRerdem in allen Fallen 
eine schwache Zone noch ungeklarter Herkunft. die im R,--Wert etwa dem Glycin entspricht. 
nachweisen. 

Eine Losung von je I00 mg Glycin und a-Ketobuttersaure in I ccm 611 HCI wurde im Ein- 
schluBrohr 14 Stdn. auf 140" erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde in der beschriebenen 
Weise aufgearbeitet und auf Aminosauren, sowie auf a-Ketosiiuren untersucht. In den Papier- 
chromatogrdmmen fand sich neben Glycin und a-Ketobutterslure eine schmale Zone der 
durch Umaminierung gebildeten a-Aminobuttersaure. 

b) Alkulisch: 100 mg Glycin und 100 mg a-Ketobuttersaure wurden mit I ccni einer IieiU- 
gesattigten 40-proz. Bariumhydroxydlosung 14 Stdn. auf 140" erhitzt. Die Aufarbeitung und 
Untersuchung auf a-Ketosluren wie auf Aminosauren ergab, daB keine a-Ketobuttersaure 
mehr vorhanden und daO nur noch eine schwache Glycin-Zone neben vie1 a-Aminobutter- 
siiure zu erkennen war. 

Reduktion win Thrconin durclr Acetuldehyd: 50 mg Threonin, gelost in 3 ccm Wasser. 
wurden mit 50 mg Acetaldehyd im EinschluBrohr 16 Stdn. auf 140' erhitzt, der Rohrinhalt 
eingedampft und der Riickstand auf Aminosauren untersucht. Im Papierchromatogramm 
war neben Threonin eine Zone von a-Aminobuttersaure zu erkennen. 

Hr.dro1y.w verschiedener Proteine 

a) Suuer: In einer Reihe von Ansatzen wurden je I g Eieralbumin, Seidenfibroin, Zein. 
Gelatine, Casein und Blutalbumin mit 5 ccm 6 n  HCI 14 Stdn. bei 140" hydrolysiert. An- 
schlieaend verdiinnte man mit 10 ccm Wasser, extrahierte 5mal mit 50 ccm Ather und dampfte 
die vereinigten, iiber Natriumsulfat getrockneten Atherausziige ein. Das Ergebnis der papier- 
chromatographischen Untersuchung auf a-Ketosiiuren ist in Tab. 3 zusammengefaB1. 

b) Alkolisrh: In einer zweiten Versuchsreihe wurden je I g der genannten Proteine niit  
5 ccm heilgesittigter, 40-proz. Bariumhydroxydlosung im EinschluBrohr 14 Stdn. auf 140 
erhitzt. Nach der Aufarbeitung lieBen sich in keinem der Ansatze a-Ketosauren nachweiscn. 

isolierung der a- Ketosauren aus dem Eierulhumiii-H.vdrolysut: Eine Suspension von I00 g 
gepulvertem Eieralbumin in 270 ccm 6 n  HCI wurde in 4 dickwandigen EinschluRrohren 
(50 x 2cm)  14 Stdn. auf 140" erhitzt. Den Rohrinhalt verdiinnte man anschlieBend rni t  
200 ccm Wasser, extrahierte achtmal rnit 400 ccm Ather, dampfte die vereinigten. getrock- 
neten Atherausziige ein, nahm den gelb gefarbten, oligen Riickstand in 10 ccm Wasser auf. 
trennte ungeleste, schleimige Anteile durch Filtrieren ab, erhitzte das Filtrat nach Zusatr 
einer Losung von I g 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 20 ccm n HCI 1 Min. zum Sieden. saugte 
das auskristallisierte. zitronengelbe 2.4-Dinitrophenylhydrazon-Gemisch nach 3 Stdn. ab. 
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wusch mit Wasser nach und trocknete i. Vak. iiber KOH. 422 mg Ausbeute. Das Gemisch 
zeigte im absteigenden Papierchromdtogramm rnit Phasenpaar 2 die beiden Zonen von ri.+ 
und trans-Brenztraubensaure-2.4-dinitrophenylhydrazon und eine schwachere Zone des 
2.4-Dinitrophenylhydrazons von a-Ketobuttersaure. Im Papierchromatogramm der nach 
katalytischer Hydrierung erhaltenen Aminosauren waren Alanin und a-Aminobuttersiure zu 
erkennen. 

Quantitative kolorimetrische Bestimmung der u-Ketosarrre-2.4-dini~rophenylh~.dr~izonr a11.v 
Eieralhumin-Hydrolysnt nach papierchromatographischer Trennung: In einem Vorversuch 
wurde ermittelt, daR Losungen von 4-4Oy der synthetischen 2.4-Dinitrophenylhydrazone 
von Brenztraubenslure und a-Ketobutterslure in 5 ccm Boratpufferlosung PH 8.6 bei 400mp 
und 15 mm Schichtdicke im Photometer ,,Eppendorf" gut meBbare Extinktionen ergaben. 
Dann trug man zur Aufstellung der Eichkurve auf die Startlinie eines gepufferten Chromato- 
graphiepapieres mit einer Mikropipette 40.20, 10 und 4 cmm einer Losungvon 3.5 mg Brenz- 
traubensaure-2.4-dinitrophenylhydrazon an vier Punkten auf, tat dasselbe rnit 35, 21, 10 und 
5 cmm einer Losung von 2.8 mg a-Ketobutterslure-2.4-dinitrophenylhydrazon in I ccm 
Methanol und chromatographierte absteigend mit Phasenpaar 2. Die herausgeschnittenen 
Flecken eluierte man rnit Pufferlosung PH 8.6, fullte die Eluate auf 5 ccm auf und bestimmte 
deren Extinktion als Differenz gegeniiber dem Eluat eines reinen Papierschnitzels gleicher 
Flachengr8Oe. In Abhangigkeit von der chromatographierten Substanzmenge in ein Dia- 
gramm eingetragen, ergaben die Extinktionsdifferenzen eine lineare Eichkurve. An vier 
Punkten der Startlinie eines absteigenden Papierchromatogramnies wurden nun je 40 cnirn 
einer Ldsung von 3.5 mg/l ccm Methanol des aus Eieralbumin-Hydrolysat isolierten rohen 
2.4-Dinitrophenylhydrazon-Gemisches aufgetragen. Nach E.ntwickeln rnit Phasenpdar 2 
schnitt man die getrennten Zonen heraus und bestimmte wie oben die Extinktion der Eluate. 
Mittelwert der vier Bestimmungen : 71.5 Brenztraubenslure-2.4-dinitrophenylhydrazon, 
4.8 % a-Ketobuttersaure-2.4-dinitrophenylhydrazon. 

Trennung des Gemisches der 2.4-Dinitropherrvlhydruzone uus dem Eieralbunriir- Hydrolysat ut1 

der Cellulosesaule: Auf eine Cellulosesaule, die durch Einschlammen von 100 g Cellulose- 
pulver (Schleicher & Schull Nr. 123) mit der Unterphase des Systems 3 in eine Saule (d ~~ 

4.5 cm), leichtes Andriicken und Verdrangen nicht aufgesogener Unterphase durch Nach- 
waschen mit Oberphase bereitet worden war, gab man eine Losung von 270 mg des 2.4-Di- 
nitrophenylhydrazon-Gernisches in 40 ccm Oberphase. Beim Entwickeln des Chrornato- 
grammes rnit der Oberphase bildeten sich innerhalb von 7 Stdn. neben zwei rasch lauferiden 
schmalen Vorzonen zwei Hauptzonen aus. Man zerlegte die Saule den Zonen entsprechend, 
suspendierte die einzelnen Abschnitte in je 200 ccm n HCI, sdugte ab, extrahierte Filter- 
ktichen und Eluat mit jeweils 400 ccrn Essigester und untersuchte den Ruckstand des uber 
Natriumsulfat getrockneten Essigester-Auszuges im Pdpierchromatogramm. Wie sich dabei 
zeigte, enthielten die beiden schmalen Vorzonen 2.4-Dinitrophenyl hydrazin. Die langsamere 
der beiden Hauptzonen bestand aus rrans-Brenztraubensaure-2.4-dinitrophenylhydrazon. Die 
schnellere, welche die entsprechende ris-Form und das 2.4-Dinitrophenylhydrazon der a-Keto- 
buttersaure enthielt, wurde durch erneutes Chromatographieren an einer kleinen Saule 
(2.5 x 45 cm) in ihre Komponenten zerlegt. Die Zonen der Brenztraubensaure-Derivate 
wurden vereinigt und ebenso wie das a-Ketobuttersaure-2.4-dinitrophenylhydrazon aus Benzol 
umkristallisiert bzw. umgefallt. 154 mg gelbe Nadeln, die nach Rp-Wert und IR-Spektruni 
exakt mit synthetischem Brenztraubensaure-2.4-dinitrophenylhydrazon iibereinstimmen. 
I 2  mg amorphes u-Ketobutters8ure-2.4-dinitrophenylhydrazon, das nach Rk-Wert und IR-  
Spektrum rnit der synthetischen Modellsubstanz genau ubereinstirnrnt. 




