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f) Hydrierung des Adduktes: 1.4 g II verbrauchten in Eisessig in Gegenwart von 5-proz.
Palladium auf Bariumsulfat 2 Mol Wasserstoff je Mol des Adduktes. Nach Abfiltrieren des
Katalysators und Entfernung des Eisessigs i. Vak. nahm man die zuriickgebliebene briun-
liche dlige Masse in Benzol auf und behandelte sie mehrmals mit Aktivkohle. Nach Zusatz
von wenig Heptan schied sich das hydrierte Addukt III nach langerem Aufbewahren
kristallinisch aus. Schmp. 144 —145° (mehrmals aus Benzol/Heptan).

C2cH3603 (476.5) Ber. C 65.54 H 7.61 Gef. C 65.78 H 7.43

g) Dehydrierung des Adduktes: 1.5 g Il wurden mit 1.2 g 20-proz. Palladium auf Aktiv-
koble innig verrieben und auf 220—230° so lange erbitzt, bis sich kein Wasserstoff mehr
entwickelte (16 Stdn.). Die Menge des Gases entsprach etwa den 4 Molen Wasserstoff, die
theoret. aus jedem Mol Addukt entstehen. Nach Extraktion mit Aceton schieden sich auf
Zusatz von Petrolidther und Kithlung die Kristalle des Biphenyl- Derivates IV aus. Sie wurden
in Aceton gelést, mehrmals mit Aktivkohle behandelt und wiederholt aus Aceton/Petrol-
ither umkristallisiert. Schmp. 193 —194°.

C26H2403 (464.5) Ber. C67.23 H 5.21 Gef. C67.23, 67.09 H 5.44, 5.33

h) Biphenyl-hexacarbonsdure-(2.3.4.2°.3'.4' )-hexamethylester: 0.5 g IV wurden mit 5 ccm
konz. Salpetersiure im Bombenrohr 4 Stdn. auf 150° erhitzt. Aus der anschlieBend auf 2 ccm
konzentrierten Ldsung schied sich nach langem Aufbewahren die Biphenyl-hexacarbon-
siure-(2.3.4.2°.3'.4’) (V) ab. Da die Reinigung durch Umkristallisieren aus Wasser schwierig
ist, wurde mit Diazomethan der Methylester hergestelit und mehrmals aus Methanol um-
kristallisiert. Schmp. 167.5 —169°.

C24H2,0,2 (502.4) Ber. C57.37 H4.42 Gef. C 56.82 H4.31
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Als Bestandteil des bei der Herstellung von Leindl anfallenden Schleimes wurde
ein gut kristailisierter Peptidmethylester, der Prolin, Phenylalanin, Leucin und
Valin enthilt, gefunden.

Aus rohen Pflanzendlen setzen sich Schleime ab, die im Handelsgebrauch als
,,foots* bezeichnet werden. Sie bestehen aus Phosphatiden, Wachsen, EiweiBstoffen,
Kohlenhydraten und Harzen. Die Zusammensetzung der aus den Schalen der Saaten
stammenden Wachse kann mit Hilfe neuer Analysenmethoden ermittelt werden?’,

1) H. P. KAUFMANN und J. POLLERBERG, Fette Seifen einschl. Anstrichmittel 59, 815
[1957]; H. P. KaurManN und G. KEesseN, noch unverdffentlichte Versuche.
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tiber die EiweiBstoffe ist wenig bekannt. Wir hatten Gelegenheit, ein aus Leinsaat
stammendes Oligopeptid niher zu untersuchen?2. Es setzt sich in kleinen Mengen
beim Verdunsten des Losungsmittels im Extraktor ab, ist aber auch Bestandteil der
Riickstinde von Bleicherden bzw. Filterhilfen, die bei der Entschleimung des Rohdles
anfallen. Sie enthielten auBerdem Phosphatide, Wachse, Tocopherol, Chlorophyli
und Carotin. Bei der Extraktion dieser Filterriickstinde mit Aceton und nach wieder-
holter Umkristallisation bei Gegenwart von A-Kohle wurde ein gut kristallisierender
Stoff vom Schmp. 224° gefunden, l6slich in Eisessig, Chloroform und den niederen
Alkoholen, schwerer in Benzol, nahezu unldslich in Wasser, Ather und Benzin.
Analyse und Molekulargewichtsbestimmung ergaben die empirische Zusammen-
setzung von CysH4oN4Os, die spezif. Drehung betrug 136.5—137°. Nachdem die
Biuret-Reaktion und der hohe Stickstoffgehalt auf Eiweifl hinwiesen, wurde die
schwierig veilaufende Hydrolyse durch Erhitzen am RiickfluBkiihler mit einem Ge-
misch von Eisessig und konz. Salzsdure vorgenommen. Der nach Abdampfen und
wiederholtem Aufnehmen in Wasser von Salzsiure befreite Riickstand wurde mit
0.1 » NaOH neutralisiert und die erhaltene Losung der pc-Analyse im System
n-Butanol/Eisessig/Wasser unterworfen. Die mit Ninhydrin sichtbar gemachten
Flecke zeigten die Gegenwart von Prolin bzw. Hydroxyprolin, Valin, Phenylalanin
und Leucin bzw. Isoleucin an. Im System Pyridin/Eisessig/Wasser, das zwar Valin,
Phenylalanin und Leucin nicht trennt, wohl aber Prolin und Hydroxyprolin, wurde
Prolin identifiziert. Zur Unterscheidung von Leucin und Isoleucin wurde in absteigen-
der Arbeitsweise sowohl im System Methylithylketon/Pyridin/Wasser als auch im
System Pyridin/Amylalkohol/Wasser Leucin erkannt. Eine Bestitigung der gefun-
denen Zusammensetzung ergab bei geeigneter Abwandlung die pc-Analyse nach
R. A. BoissonNasd, desgleichen die priparative Aufarbeitung durch fraktionierte
Destillation der Athylester. Die photometrisch und planimetrisch nach F. G. FISCHER
und H. DOrrFeL? durchgefiihrte quantitative pc-Analyse ergab das Verhdltnis Leucin:
Valin: Phenylalanin: Prolin = 8.4:8.1:7.9:8.9. Es ist demnach je 1 Mol. der Siduren
in dem Peptid vorhanden.

Um die Art und Reihenfolge der Verkniipfung der Aminosduren festzustellen,
wurden Endgruppen-Bestimmungen durchgefiihrt:

1. Durch Reduktion des Peptids mit Hilfe von LithiumborhydridS wurde die
C-terminale Endaminosiure in den entsprechenden Aminoalkohol iibergefiihrt.
Nach Hydrolyse und Umsetzung der Spaltprodukte mit Dinitrofluorbenzol konnte
der aus der endstindigen Aminosiure entstehende DNP-Aminoalkohol auf Grund
seiner Wasserloslichkeit von den DNP-Aminosduren getrennt werden. Sein Schmp.
zeigte, daB Valin C-endstindig ist.

2) Gelegentlich einer Besichtigung der Minnesota Linseed Oil Co., Minneapolis, wurde
der eine von uns auf diesen bisher nicht beobachteten Stoff aufmerksam gemacht, dessen
Konstitution unbekannt war. Fiir die Uberlassung einer Probe sei auch an dieser Stelle
gedankt.

3) Helv. chim. Acta 33, 1970 [1950]. 4) Biochem. Z. 324, 544 [1935].

5} W. GRASSMANN, W. HORMANN und H. Enpres, Chem. Ber. 86, 1477 {1953); H. JaTz-
kEwITZ und NGUYEN-DANG TAM, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 296, 188 [1954].
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2. Nach R. A. TUrRNER® wurde das Peptid mit Acetanhydrid in Pyridin umgesetzt.
Wie aus dem folgenden Reaktionsablauf zu ersehen ist, darf das Hydrolysenprodukt
die C-terminale Aminosédure nicht enthalten, was durch die pc-Analyse bestitigt wurde.
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3. Die Identifizierung der N-terminalen Aminosduie gelang durch Umsetzung des
Peptids mit Phenylisothiocyanat zum 3-Phenyl-2-thio-hydantoin? [: Die Bildung des
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letzteren bewies das bei 270 mu liegende Maximum im UV-Spektrum; andererseits
zeigten die fiir das Phenylthiohydantoin des Prolins charakteristischen Banden des
IR-Spektrums, daB Prolin die N-terminale Aminoséure ist.

4. Durch Umsetzung des Peptids mit Dinitrofluorbenzol 8 konnte die entsprechende
DNP-Verbindung dargestellt werden. Es gelang jedoch nicht, das DNP-Derivat der
N-terminalen Aminosdure zu isolieren, da das DNP-Prolin gegen Hydrolyse nicht
bestindig ist.

Die Loslichkeit, die Elementaranalyse und das Fehlen einer freien Carbonylgruppe
lieBen vermuten, daB das neue Peptid als Methylester vorliegt. Den Beweis erbrachte
die nach A.P. MATHERs und M.J.Pro 9 durchgefiihrte Methoxylgruppen-Bestimmung.

6) J. Amer. chem. Soc. 71, 841 [1949]; 76, 949 [1954].
7 H. FRAENKEL und J. 1. HARRIS, J. Amer. chem. Soc. 76, 6058 [1954].
8) F. SANGER, Biochem. J. 39, 507 {1945]. 9) Analytic. Chem. 27, 1662 [1955].
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Die vorstehenden Versuche zeigen somit, da3 das Prolin die N-terminale, das Valin
die C-endstindige Aminosidure ist. Daher bleiben fiir das Leinsaat-Peptid folgende
Strukturmoglichkeiten:
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Das rein weiBle krist. Peptid vom Schmp. 224° wurde durch mehrstiindige Extraktion mit
Aceton aus PreBriickstinden und nachfolgendes mehrmaliges Umbkristallisieren aus dem
gleichen Losungsmittel isoliert.

Elementaranalyse: C 63.25; H 8.37; N 11.31
Mol.-Gew. (kryoskop. nach BECKMANN): 483, 479, 470

Zur hydrolytischen Spaltung wurden 0.5 g der Verbindung in 4 ccm Eisessig gelost, 15 ccm
konz. Salzsiure zugegeben und 5—6 Stdn. unter RiickfluB gekocht oder, in einem Reagenz-
glas zugeschmolzen, ca. 10 Stdn. im Trockenschrank bei 110° aufbewahrt. Nach Abdestil-
lieren des Eisessigs und der Salzsdure i. Vak. nahm man die Hydrochloride der Aminosduren
in Wasser auf, neutralisierte mit 0.1 » NaOH und untersuchte anschlieBend papierchromato-
graphisch auf Whatman-1-Papier absteigend im System Butanol/Eisessig/Wasser (40:10:10
Volumenteile). Prolin, Valin, Leucin und Phenylalanin wurden mit Hilfe von reinen Ver-
gleichssubstanzen identifiziert.

Zur Darstellung der Athylester brachte man das erhaltene gelbe Hydrolysat auf dem Wasser-
bad zur Trockne, zerkleinerte im Mdrser und beseitigte anhaftendes Wasser durch Erhitzen
an der Vakuumpumpe. AnschlieBend veresterte man unter Einleiten eines kréftigen, trocke-
nen Chlorwasserstoff-Stromes mit absol. Athanol. Die Aminosdureester-hydrochloride
wurden mit etwas Wasser iibergossen, mit Ather iiberschichtet und unter gleichzeitiger
Kithlung mit wenigen ccm 33-proz. Natronlauge versetzt. Nach Zusatz von gekdrntem
Kaliumcarbonat goB man die dther. Lésung ab, wusch den Riickstand mit Ather, verdampfte
das Ldsungsmittel aus den vereinigten und getrockneten dther. L8sungen und erhielt durch
fraktionierte Destillation bei 18 Torr vier Fraktionen bei 70°, 82°, 88° und 148°, die Valin-,
Prolin-, Leucin- und Phenylalanin-&thylester.

Endgruppen-Bestimmungen

Zur Identifizierung der C-terminalen Endaminosdure5’ wurden 2 g Peptid zur Veresterung
mit 50 ccm Methanol und 10 ccm Acetanhydrid 20 Stdn. stehengelassen. Nach Abdampfen
des Losungsmittels auf dem Wasserbad, Aufnehmen des Riickstandes in Methanol und
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Wiederholung dieser Operation loste man in wenig Methanol und fillte mit Wasser ein
kristallines, weiBes Produkt aus. Die Reduktion erfolgte durch Zugabe von 4 g Lithium-
borhydrid zu einer Aufschlimmung von 1 g des Peptidesters in S0 ccm absol. Tetrahydro-
furan. Nach etwa 30stdg. Erhitzen unter FeuchtigkeitsausschiuB und unter RiickfluB bei
einer Badtemperatur von 75— 80° versetzte man mit 125 ccm Athanol und etwas Wasser,
kochte die entstandene Fillung mit Alkohol aus, dampfte das Lésungsmittel der vereinigten
Filtrate ab, behandelte den krist. Riickstand zur Hydrolyse mit Salzsiiure und versetzte nach
Abdampfen zur Trockne nach der Vorschrift von F. SANGER 10) mit 2.4-Dinitro-fluorbenzol.
Uberschilssiges Reagenz lieB sich durch Zugabe von Glykokoll entfernen. Nach Abdampfen
des Alkohols und Hinzufligen von Wasser enthielt der gelbe Atherauszug den DNP-Amino-
alkohol, die wiBrige Losung die DNP-Siuren. Nach Abdampfen des Athers blieb das DNP-
Valinol in Nadeln vom Schmp. 76° zuriick.

Zwecks Ermittlung der C-endstdndigen Aminosiure nach R. A. TURNERS) wurden 5 —10ccm
Peptid mit 0.75 ccm Acetanhydrid und 0.5 ccm Pyridin im abgeschmolzenen Reagenzglas
S --6 Stdn. auf 150° erhitzt. Nach Abdampfen und mehrmaligem Aufnehmen mit Wasser
wurde mit 67 HCI bei 110° im zugeschmolzenen Reagenzglas hydrolysiert. Die pc-Analyse
im System Butanol/Eisessig/Wasser (40:10:10) und die zweidimensionale Trennung im
System tert. Butanol/Methyldthylketon/Wasser (40:20:20) einerseits und tert. Butanol/
Methanol/Wasser (40:50:10) andererseits zeigten die Anwesenheit von Prolin, Phenyl-
alanin und Leucin.

Um nach der Vorschrift von FRAENKEL und HARRIs?) die N-terminale Endaminosédure zu
identifizieren, wurden 50 mg des Peptids mit 0.24 ccm Phenylsenf6l umgesetzt. Nach Ein-
stellung mit 0.1 # NaOH auf px 8 —9 und Extraktion des Uberschusses an nicht umgesetztem
Senfol mit Benzol wurde die wiBrige Losung i. Vak. zur Trockne gedampft, der Riickstand
mit Wasser aufgenommen und durch Zugabe von 67 HCI ungefihr 1 n salzsauer gemacht.
Das IR-Spektrum des Phenylthiohydantoins der N-terminalen Aminosdure, das durch
Extraktion der sauren Ldsung mit Essigester und Abdampfen zur Trockne erhalten wurde,
enthielt alle fiir diese Verbindungen charakteristischen Maxima. Das Fehlen der die NH-Bin-
dungen kennzeichnenden Banden im Gebiet von 3.15—3.30 und 1.50—1.53 & bewies, daf3
es sich um PTH-Prolin handelt.

Zur Isolierung des DNP-Peptids wurden 0.5 g des Peptids in Alkohol geldst, 0.5 g NaHCO;
zugegeben und 0.5 ccm 2.4-Dinitro-fluorbenzol hinzugefiigt. Nach mehrstiindigem Schiittein
setzte sich eine hellgelbe Substanz ab. Der nach Abdampfen des Alkohols zuriickbleibende
Trockenriickstand wurde in Wasser aufgenommen, die Losung anges#duert und mit Essig-
ester extrahiert. Das nach dem Abdestiilieren des Essigesters zuriickbleibende Produkt
schmolz bei 250—252°.

Methoxyl-Bestimmung

Zur Methoxyl-Bestimmung nach MATHERs und Pro% wurden 100 mg Substanz durch
Erhitzen unter RiickfluB mit 50 ccm verd. Schwefels#ure verseift und anschlieBend destiliiert.
Unter Eiskiithlung wurde das Destiiiat mit einer Kaliumpermanganatlsung, bereitet durch
Auflsen von 3 g Kaliumpermanganat in 15 ccm 85-proz. Phosphorsiure und Auffiilien mit
dest. Wasser auf 100 ccm, oxydiert. Uberschilss. Oxydationsmittel zerstérte man nach 1/,stdg.
Stehenlassen im Eisbad durch Zugabe von festem Natriumhydrogensuifit und setzte zur
Kondensation des gebildeten Formaldehyds wenige ccm frisch bereiteter Chromotropsiure-
Losung und anschlieBend etwa 10 ccm konz. Schwefelsdure hinzu. Die Ldsung erwéirmte
man 30 Min. auf 55—65°. Das UV-Spektrum, gegen die Lésung des Blindwertes gemessen,
zeigte das fiir dieses Kondensationsprodukt charakteristische Maximum bei 570 myu.

10} Biochem. J. 39, 507 {1945].
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