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195. Untersuchungen uber den optisehen Reinheitsgrad von 
Aminosauren in naturliehen Eiweisstoffen 

von K. Weil und Werner Kuhn. 
(17. X. 44.) 

1. Optisch aktive Stoffe als Aufbaustoffe der  Oryunisnzen; stereo- 
autonome und stereostabilisierte Sic bstunzen. 

Die optische Aktivitat ist ein Gebiet, welche unter verschiedenen 
Gesichtspunkten Interesse bietet. Wir haben auf der einen Seite die 
theoretisch-physikalsche Fragestellung nach den Grossen, welche 
innerhalb der optisch aktiven Molekel fur Grosse und Vorzeichen 
der auftretenden Drehung den Ausschlag geben, also die Frage 
nach der modellmassigen Deutung des Drehungsvermogens. I n  den 
letzten Jahrzehnten ist es moglich geworden, hier einen klaren nber- 
blick xu bekommenl). 

Von eben so grossem Interesse war und ist die F r a g e  nach  
d e r  E n t s t e h u n g  der aktiven Verbindungen. Da optisch aktive 
Stoffe zuerst als Baustoffe lebender Organismen gefunden wurden, 
galt ihre Darstellung und Verwendung eine Zeitlang als besondere 
Leistung der Lebenskraft. Die Vermutung mirde aufgegeben, sobald 
es gelang, Racemate mit Hilfe bereits vorhandener optisch aktiver 
Stoffe in die Komponenten zu zerlegen, und erst recht, als gezeigt 
wurde, class aktive Substanzen aus insktivem Susgangsmaterial 
untrr Benutzung optisch aktiver Iiatalysatoren erzeugt werden 
konnen2). Ein weiterer Schritt war die Erzeugung aktiver Sub- 
stanzen aus inaktivem Ausgangsmaterial ohne Benutzung aktiver 
Hilfsstoffe durch Anwendung von zirkularpolarisiertem Lichte3). 

Wenn nun auch durch solche Versuche, insbesondere durch die 
Synthese mit Katalysatoren gezeigt ist, dass die fortlaufende Erzeu- 
gung optisch aktiver Aufbaustoffe durch einen Organismus, welcher 
bei seiner Entstehung mit einer kleinen Menge aktiver Stoffe aus- 
gestattet wurde, keine unbekannten Krafte erfordert, so bleibt die 
Synthese und ausschliessliche Verwendung dieser Stoffe an den 
lebenswichtigen Punkten der Organismen doch eine merkwurdige 
Tatsache. Wenn wir alle Hilfsmittel beiziehen, bleibt ja die Rein- 
darstellung eines optischen Antipoden und noch mehr die ausschliess- 
liche Darstellung eines Antipoden (ohne den Umweg iiber das Race- 

I )  Vgl. z. B. W.  Ir'uhn, Naturwiss. 26, 289, 305 (1938); W. Kuhn und Ir'. Freuden- 

*) G. Bredig und K.  Fajans, B. 41, 752 (1908); Z. physikal. Ch. 73, 25 (1910); 75, 

3) I+'. Xuhra und E. Knopf ,  2. physikal. Ch. [B] 7, 299 (1930). 

berg, Hand- und Jahrbuch d. chem. Physik, Bd. 8, I11 (1932). 

232 (1911). 
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mat und die nachfolgende Trennung desselben), eine muhsame Auf- 
gabe. D i e  Verwendung  o p t i s c h  a k t i v e r  S t o f f e  i s t ,  chemisch  
gesehen ,  e ine  Be la s tung .  

Die Grunde, derentwegen der Organismus diese Komplikation 
auf sich nimmt, sind aber nicht klar. Wir miissen uns im Augenblick 
rnit der Feststellung der Tatsache begnugen und rnit dem Hinweis, 
dass die Reaktionsgeschwindigkeiten, die Lage der Gleichgewichte 
und die Loslichkeit von Verbindungen bei Vermendung optisch 
aktiver Stoffe anders, mitunter ganz anders liegen als bei Verwen- 
dung von Racematen I ) .  

Ein Beispiel hierfiir, eines der ausgepragtesten dieser Art, welches uns bisher bekannt 
geworden ist, wird uns weiter unten begegnen: das Salz des Leucin-methyl-esters mit 
Dioxy-dinaphtyl-dicarbonsiiure. Es wird sich zeigen, dass der linksdrehende Ester mit der 
linksdrehenden Saure ein ausgezeichnet krystallisierendes und in Xethylalkohol schwer- 
losliches Salz liefert, wahrend der linksdrehende Leucinester mit der rechtsdrehenden 
Saure ein praktisch genommen unendlich losliches, nicht zur Krystallisation zu bringendes 
Salz gibt. 

Wenn somit die Frage nach den Griinden, w a r u m  der Orga- 
nismus aktive Substanzen von hohem Reinheitsgrad als Aufbau- 
stoffe verwendet, eine schwierige, vielleicht aber auch unniitze Frage 
ist, so ist uber die M i t t e l ,  m i t  d e r e n  Hi l f e  d e r  R e i n h e i t s g r a d  
e r  z e u g t u n  d a u  f r e ch t e r  h a1 t e n  wir  d , etliches suszusagen. 

Einmal zeigt es sich, dass die in einem Organismus vorkommen- 
den aktiven Substanzen eingeteilt werden konnen in s t e r e o a u t o  - 
no me aktive Pf e i l e r subs t  anzenund  s t e reos  t s b i l i s i e r t  e ak t ive  
S u b  s t a n  z e n2). 

S t e r e o s t a b i l i s i e r t e  S u b s t a n z e n  sind solche, bei denen der optische Reinheits- 
grad, mit dem die Substanz im Organismus auftritt, grosser ist als der Reinheihgrad, den 
man suf  Grund der Racemisierungsgeschwindigkeit der Siibstanz und auf Grund der 
Selelitivitat, die bei der asymmetrischen Synthese der Substanz vorherrscht, erwarten 
wiirde; der optische Reinheitsgrad stereostabilisierter Substanzen ist vielmehr dadurch 
bedingt, dass sie im Organismus an andere, optisch sehr reine stereoautonome Substanzen 
gebunden und in diesem gebundenen Zustande gespeichert werden. Ein Beispiel fiir eine 
stereostabilisierte Substanz ist das d-Mandelsaurenitril, welches als schwerlosliches Glu- 
cosid der Gentiobiose gespeichert wird in solcher Weise, dass der optische Reinheitsgrad 
des Nitrils durch den optischen Reinheitsgrad der Gentiobiose erzwungen und aufrecht 
erhalten wird”). 

Bei den s t e r e o a u t o n o m e n  S u b s t a n z e n  wird der oFtische Reinheitsgrad nicht 
durch Bindung an andere optisch stabilere und reinere Substanzen erzwungen. Hier ist der 
Reinheitsgrad vielmehr ausschliesslich gegeben durch den Grad der Selelrtivitat, welcher 
hei der Synthese der Substanz vorherrscht. Es ist wahrscheinlich, dass die im Organismus 

Fur eine Zusammenstellung solcher Unterschiede vgl. z. B. IF. Kuhn, Ergeb- 
nisse der Enzymforschung 5, 1 (1936), insbes. S. 5ff.; ini folgenden wird diese Brbeit 
als 1. c. I bezeichnet. Siehe ausserdem IV. R u h n ,  Optische Spezifitit von Enzynien in 
Handbuch d. Enzymologie, Hrsg. von F .  F .  S o r d  und R. Il’t~‘deithagen, S. 155 (1940); 
im folgenden als 1. c. I11 bezeichnet, insbes. S. 1944ff. 

2, W .  Kuhn, 1. c. I, insbes. S. 43 ff.; sowie Z. angew. Ch. 49, 215 (1936), im folgenden 
aIs 1. c. I1 bezeichnet. 

1. c. I, insbes. S. 44; 1. c.  I1 S. 217. 
104 
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vorkommenden Zucker und die Aminosduren zu den stereoautonomen Substanzen ge- 
horen. Sie sind als der Pfeiler zu betrachten, mit dem das ganze Gebaude der optischen 
Selektivitat des Organismus steht und fallt. 

2. Grenztn bei der Erxeugung und Erhaltung des Reinheitsgrades aktiver 
Substannxen; Haltbarkeitsgleichung. 

Eine genauere kinetische und thermodynamische Analyse der 
Bedingungen, unter denen stereoautonome Substanzen vom Orga- 
nismus aufgebaut werden, zeigt nun, dass der be i  e ine r  S y n t h e s e  
e rz i e lba re  o p t i s c h e  R e i n h e i t s g r a d e  a u c h  u n t e r  g u n s t i g -  
s t e n  Bed ingungen  end l i ch  i s t  u n d  dass  e r  z u d e m  n i c h t  
u n b e s c h r a n k t  h a l t b a r  istl-). 

Die Uberlegungen wurden am Beispiel der Synthese des Mandel- 
saurenitrils aus Benzaldehyd und Blausaure rnit Emulsin als Kata- 
lysator genau durchgefiihrt und durch Vergleich rnit der Erfahrung, 
wie sie in der Literatur beschrieben war, bestatigt. Der charak- 
teristische Verlauf ist folgender : An dem optisch selektiven Kata- 
lysator (Emulsin) wird zunachst der eine der moglichen Antipoden 
des Endproduktes (Nandelsaurenitril) in grossem Uberschuss erzeugt, 
sodass in einem bestimmten Zeitpunkt praktisch genommen die 
gesamte Ausgangssubstanz in den bevorzugten Antipoden des End- 
produktes umgewandelt ist. Dann aber zeigt sich, dass die so erhal- 
tene optische skt ivi ta t  nur eine vorubergehende Erscheinung ist . 
Wenn d ie  rnit H i l f e  des  K a t a l y s a t o r s  e r z e u g t e  a k t i v e  Ver- 
b i n d u n g  n i c h t  so fo r t  vorn K a t a l y s a t o r  e n t f e r n t  u n d  
w e i t e r v e r a r b e i t e t  w i rd ,  s o  t r i t t  unweiger l ich ,  u n d  zwar 
u n t e r  Mi th i l fe  desse lben  K s t a l y s s t o r s ,  de r  z u n a c h s t  die  
f a s t  1 0 0 - p r o z .  s e l e k t i v e  S y n t h e s e  bewi rk t  h a t t e ,  e ine  
R s c e m i s i e r u n g  d e r  e r z e u g t e n  a k t i v e n  S u b s t s n z  ein.  

Die Verhaltnisse werden in diesen unci ahnlichen Fallen durch 
die sogenannte Haltbarkeitsgleichung’) wiedergeben. Unter der 
Haltbarkeit H der am Katalysator erzeugten Substanz verstehen wir 
b b e i  das Verhiiltnis 

Trac H = -  
Takt 

wo rakt die Zeit ist, wahrend welcher der Katalysator rnit dem Sub- 
strat in Beriihrung sein muss, damit sich ’/3 der Ausgangssubstanz 
in das (optisch fast reine) Endprodukt umsetzen, und t,, die Zeit. 
wahrend welcher das Substrat nach Erreichung des Hoehstwertes 
der optischen Aktivitat rnit dem Katalysator in Beriihrung bleiben 
muss, damit die optische Aktivitat von ihreni Hochstmert auf 
dieses Betrages absinkt. 

l) W .  Iiuhn, 1. c. I und 11, sowie Forschungen und Fortschritte 14, 91 (1938); 
Z. Bltersf. I ,  325 (1939), im folgenden als 1. c. IV bezeichnet; Handb. d. Enzymologie 
(1. c. 111), insbes. S. 211ff. 

2, 1. c. I., S. 35; 1. c. 11, S. 21 i ;  1. c. 111, S. 213. 
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Diese Haltbarkeit H ist, wie in den zitierten Arbeiten gezeigt 
wurde, proportional der Gleicbgewichtskonstanten K, welche chemisch- 
thermodynamiseh die Umsetzung der Ausgangsstoffe in die End- 
produkte beherrscht und welche umso grosser ist, je vollstandiger, 
chemisch gesehen, der Umsatz der -4usgangsstoffe in die Endprodukte 
stattfindet ; ausserdem ist H proportional der Selektivitat des Kata- 
lysators, weleb’ letztere gemessen wird durch k,/k,, wenn k, die Ge- 
schwindigkeitskonstante ist, mit welcher am Katalysator die Bildung 
des d-Antipoden, k I die Geschwindigkeitskonstante, mit welcher am 
selben Katalysator die Bildung des I-Antipoden erfolgt. Die Haltbar- 
keitsgleichung lautet fur das angegebene Beispiel bei Benutzung der 
eben gegebenen Definitionen : 

Ware H gleich unendlich, so konnten wir in einer endlichen Zeit 
takt7 die aktive Substanz am Katalysator erzeugen und nachher 
unendlich lange in reinem aktivem Zustande behalten. Xach (1) ware 
aber hierzu notwendig, dass entweder k,/k,, d. h. die Selektivitat 
des Katalysators oder aber K, die bei der Syntbese obwaltende 
chemische Gleichgewichtskonstante, unendlich gross ware. In  Wirk- 
lichkeit ist bei allen chemischen Reaktionen die Gleichgewichts- 
konstante K endlich, weil einem unendlich grossen H eine unendlich 
grosse Bildungsaffinitzit entsprechen wurde ; aber auch die Selek- 
tivitat k,/k, ist bei allen in vitro beksnnten Reaktionen endlich. 
Dies  h e i s s t ,  es wi rd  u-oh1 H r e c h t  g r o s s ,  a b e r  n i c h t  u n -  
e n d l i c h  gross  w e r d e n ,  a u c h  n i c h t  b e i  d e n  a k t i v e n  S y n -  
t h e s e n  i m  Organismus .  

Es wurde in den zitierten Arbeiten weiter darauf hingewiesen, 
dass die in Gleichung (1) zutage tretenden Moglichkeiten, H gross zu 
machen, bei den im Organismus getatigten aktiven Synthesen weit- 
gehend ausgentitzt werden, indem die Gleichgemichtskonstante K 
evtrem gross gewahlt wird, ebenso die Selektivitat k,/k,. Es wurde 
ferner darauf hingewiesen, dass der Gleichung (1) auch insofern 
Rechnung getragen wird, als Substrat und Katalysator bei den bio- 
chemischen aktiven Synthesen nicht lange miteinander in Beriihrung 
gelassen werden, indem die synthetisierten Substanzen rssch von 
den Katalysatoren entfernt und ander-cveitig verwendet werden. Es 
wurde aber gezeigt, dass auch die beste Ausnutzung dieser Moglich- 
keiten das Auftreten unerwiinschter Antipoden in zunachst kleinen 
Xengen nicht verhindern kann. 

Man k a n n  we i t e r  s ehen ,  das s  d ie  B i l d u n g  k le ine r  Men-  
g e n  d e r  u n e r w u n s e h t e n  A n t i p o d e n  noch  n i e h t  g l e i ch -  
becteutend i s t  m i t  d e r e n  A u f t r e t e n  s n  d e n  e n t s c h e i d e n d  
wich t igen  S t e l l e n  im  Organ i smus ,  indem beispielsweise der Auf- 
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bau von Eiweisstoffen aus Aminosauren selbst wieder ein Vorgang 
ist, bei welchem die erwunsch ten Z-Aminosauren vor den &Amino- 
sauren bevorzugt werden. Man sieht weiter, dass die trotz allem 
entstandenen unerwunschten Antipoden durch besondere Mecha- 
nismen ausgetilgt werden konnen, im Falle der Aminosauren durch 
die d-Aminosaure-Oxydasen l). Xan bemerkt aber dabei, d a s s 
solche Abwehrmechan i smen  e r s t  w i r k s a m  se in  k o n n e n ,  
n a c h d e m  die  u n e r w u n s c h t e n  A n t i p o d e n  e ine  gewisse e n d -  
l iche  K o n z e n t r a t i o n  e r r e i c h t  h s b e n  u n d  d a s s  s ie  d e m -  
e n t s p r e c h e n d  e ine  100-proz .  E n t f e r n u n g  d e r  u n e r w u n s c h -  
t e n  A n t i p o d e n  n i c h t  bewerks t e l l i gen  konnen .  D. h.: die 
Einschaltung der Abwehrmechanismen kann nur bewirken, dass die 
unerwunschten Antipoden nicht sofort in die im Organismus lebens- 
wichtigen Organstellen vordringen, oder : es brauchen nicht alle 
Organstellen gleichzeitig und in gleichem JIasse von den uner- 
wunschten Antipoden befallen zu werden. Dies ist alles, was durch 
die Abwehrmechanismen und durch die Zwischenschaltung einer 
Mehrzahl von selektiven Reaktionen beim Aufbau der wichtigsten 
Verbindungen erzielt werden kann. 

Uberlegungen dieser Art fiihren2) zu der Vermutung, dass im 
Laufe des Xlterns eines Individuums eine Abnahme des optischen 
Reinheitsgrades eintreten wird und dass die Begrenztheit der Lebens- 
dauer der IndiT-iduen mit dieser Abnahme des Reinheitsgrades zu- 
sammenhiingen konnte. 

Unabhiingig Ton der Richtigkeit solcher Vermutungen stellt 
sich die Frage nsch dem genauen Grade der optischen Reinheit, mit 
welchem die aktiven Stoffe in einem Organismus oder in verschie- 
denen Organen desselben zu treffen sind. Es war zu vermuten, dass 
der Reinheitsgrncl mitunter sehr gross und damit die Feststellung 
einer Abweichung von 100 yo schwierig sein wirrl. 

3. Schwierigkeitpn der .iVethoden :urn Snchweis kleiner X e n g e n  seltener 
optischer A n t ipod tn  neben grossen X e n g e n  der nuturlichen A ntipoden . 

Nach der Auseinandersetzung untl Hervorhebung dieser Ge- 
~ ich tspunkte~)  sinil Versuche von P. K o g l  und Xitarbeitern durch- 
gefuhrt4) u-orclen, welche die Feststellung der Begrenztheit des opti- 
schen Reinheitsgrades von AminoaAuren in verschiedenen Eiweiss- 
stoffen zum Gegenstand haben. Gber die Richtigkeit der von Kogl 

l) H. A. l i i r h r ,  2. physiol. Ch. 217, 191 (1933); Biochem. J .  29, 1620 (1935). 
2, 1. c. I 111s IT. 
4, F .  Kogl und H. Erzleben, Z. physiol. Ch. 258, 67 (1939); 261, 154 (1939); 264, 

108, 198 (1940); Naturwiss. 27, 486 (1939); F. K o g l ,  H. Lrrlehex und A. 31. dkkermanv. 
Z. physiol. Ch. 261, 141 (1939); F .  Iiogl, H. Erzleberi und H. Herken, Z. physiol. Ch. 263, 
107 (1940); 264, 219 (1940); F. Kdgl, H. E ~ x I P ~ ~ J ~  und (;. .I. van F-rerseiz, Z. physiol. Ch. 
277, 251 (1943). 

3, 1. c. I (1936). 
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veroffentlichten Ergebnisse, insbesondere iiber das Vorkommen von 
racemischer Glutaminsaure in malignen Tumoren ist eine restlose 
Einigkeit bisher nicht erzielt wordenl). 

Es hiingt dies weitgehend mit der Schwierigkeit eines einwand- 
freien Nachweises kleiner Mengen von optischen Antipoden neben 
grossen Mengen des normalen Antipoden zusammen. In  Erkenntnis 
dieser Schwierigkeit haben wir uns in einer Untersuchung, welche 
sich iiber mehrere Jahre erstreckte, bemiiht, eine Methode zu finden, 
um ganz kleine Xengen von d (  -)Leuein neben grossen Xengen des 
normalen Z ( +) Leucins in Substanz nachzuweisen. 

COOH 

HJ-C-H 
I 

CH, 
I 

1 CH(CH,), 

Die Schwierigkeit besteht hier wie in andern FBllen z. T. darin, 
(lass das Leucin (Formel I) in den naturlichen Eiweisstoffen gemein- 
Ham mit andern Aminosauren vorkommt, sodass bei der Hydrolyse 
ein kompliziertes Gemisch erhalten wird. Die nachste Aufgabe nach 
tier Hydrolyse besteht also darin, BUS dem Hydrolysengemisch die 
interessierende Aminosaure herauszuholen, um anschliessend den 
seltenen, nicht normalen Antipoden nachzuweisen. B e i  k e i n e r  d e r  
O p e r a t i o n e n  da r f  d e r  e s p e r i m e n t e l l e  Eingr i f f  e ine  S p u r  
e i n e r  R a c e mi  s i e r  u n g v e r  u r s a e h e n ; e b en  s o IV en  ig a b e r  d a r f 
e r  z u  e inem Ver lus t  des  se l t enen  a n t i p o d e n  fi ihren. 

Wir werden weiter unten zeigen, dass bei der Hgdrolyse der 
Peptidbindungen, sowie bei der Behandlung %-on I-Leucin mit Salz- 
siiure bei den bei der Eiweisshydrolyse angewendeten Temperaturen 
und Konzentrationen innerhalb der Fehlergrenze unserer Versuche 
keine Racemisierung des Leucins stattfindet. (Abschnitt 7 . )  

Bei der anschliessend zu bewirkenden chemischen  T r e n n u n g  
tier AminosBuren voneinander muss man sich klar dariiher sein, dass 
jede Nethode, bei welcher eine f r a k t i o n i e r t e  H r y s t a l l i s a t i o n  
v o r k o m m t ,  auszuschl iessen  i s t .  Es ist niimlich bekannt, dass 
wir beispielsweise aus optisch nicht reiner ;Clandelsaure dureh frak- 
tionierte Krystallisntion eine kleine Xenge des im cberschuss vor- 
handenen Antipoden in optisch reiner Form herausarbeiten konnen, 
(1. h. : der seltene Antipode bleibt, wenn die Loslichkeit des haufigen 
Antipoden bereits iiberschritten ist, zuniiehst noch in Losung und 
wird mit der Nutterlauge, gegebenenfalls zusammen mit andern Ver- 
unreinigungen, entfernt. 

I )  E. dbderhalden, Z. physiol. Ch. 275,1336 (1942); Th. Il’ieland, B. 75, 1001 (1942); 
E. Waldschnzidt-Leitz, Ergebn. Enzymf. 9, 193 (1943). 
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Wir haben zur Trennung der Aminosauren die Estermethode 

von E. Fischer angewendet. Die Aminosauren werden quantitativ 
in die Methylester ubergefuhrt und diese werden anschliessend durch 
fraktionierte Destillation voneinander getrennt. Es wird noch zu 
zeigen sein, dass bei der Esterbildung, bei der Freisetzung des Esters 
und bei der Dmtillation innerhalb der Grenzen unseres Xachweises 
keine Racemisierung eintritt. Ein Verlust an seltenen Antipoden ist 
auch nicht zu erwarten, da die Veresterung in flussiger Phase und 
quantitativ erfolgt. Ebenso ist kein Fall bekannt, in welchem bei der 
fraktionierten Destillation eine such nur teilweise Racemattrennung 
bewirkt worden ware. Die quantitative Trennung von Aminosaure- 
estern voneinander durch fraktionierte Destillation ist anderseits eine 
anspruchsvolle aufgabe, welche aber mit Hilfe eines von W .  Kzchn 
und R. Ryffel beschriebenen Apparstes l )  gelost werden konnte. 

Es sei darauf hingewiesen, dass wahrend der Destillation ein Verlust am einen oder 
andern Antipoden des Leucins durch Reaktion mit einem Aniinosaure-ester untor Bildung 
eines Diketo-piperazins denkbar ist. Wir haben, um dies nach Moglichkeit z u  vermeiden, 
die Destillation bei moglichst niedriger Temperatur (47O C) vorgenommen. 

Eine Bildung von Diketo-piperazin in grosserer Menge hahen wir bei der Dauer und 
bei der Temperatur unserer Destillation weder beim racemischen noch beim aktiven Leu- 
cin-methylester festgestetlt. Wir haben daher keinen Grund, hier eine wesentliche Fehler- 
quelle zu vermuten, wenn auch die Bildung g e m i s c h t e r  Diketo-piperazine durch das 
Gesagte nicht ausgeschlossen ist. Jedenfalls aber konnen wir feststellen, dass die Bildung 
von Diketo-piperazin hochstens einen mengenmassigen Verlust am einen oder andern 
Antipoden, a b e r  n i e m a l s  d i e  E n t s t e h u n g  d e s  s e l t e n e n  A n t i p o d e n  zur  Folge  
h a b e n  kann.  

Grundsatzlich sollte es moglich sein, eine Trennung der Aminosauren voneinander 
zhne Verschiebung des Konzentrationsverhaltnisses, in welchem die Antipoden vertreten 
sind, auch durch Ausschiitteln der wassrigen Losung mit verschiedenen Losungsmitteln 
zu verwirklichen (Methode von Dnkin)?) ,  sowie mit Hilfe des elektrischen Transportes in 
wassriger Losung (Trennung auf Grund der verschiedenen B a ~ i z i t a t ) ~ )  als auch durch 
L4dsorption an Kohle4) oder allgemeiner durch die chromatographische Analyses). Bei 
einer allfalligen Anwendung dieser Methoden ware zu bedenken, dass die ails den1 Hydro- 
lysengemisch herauszuholende Substanz (in unserem Falle das Leucin) unter Umstanden 
zunachst in grosser Verdunnung erhalten wird. Sie musste also anschliemend an die che- 
mische Trennung und nnter Vermeidung von Krystallisationen zwecks Ziachweis des sel- 
tenen Antipoden wieder konzentriert werden. Dabei muss das Praparat (z. B. das Leucin) 
zum mindesten grammweise gewonnen werden. wenn der seltene Antipode erst darin ge- 
sucht werden muss. 

Um den seltenen Antipoden ( d (  -)Leucin) in dem dureh Dest,il- 
lation des Estergemisches gewonnenen Leucin-methylester nachzu- 
weisen, wurde der Ester in methylalkoholischer Losung rnit dem im 

I) W .  Iiuhn und K .  Ryffel, Helv. 26, 1693 (1943). 
2, H .  D. Dakin,  Biochem. J. 12,290 (1915), J. Biol. Chem. 44,499 (1920); Z.physio1. 

Ch. 130, 159 (1923). 
3, G. L. Forster und C .  L. d. Schmidt, J. Biol. Chem. 56, 543 (1923); Am. E'oc. 48, 

1709 (1926). Weitere Literatur siehe: C. L. -4. Schmidt, The Chemistry of Aminoacids 
and Proteins S. 147 (1938). 

4, A. Tiselius, Koll. Z. 105, 101, 105 (1943). 
5, Siehe z. B. Th. Wieland,  B. 75, 1001 (1942). 
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Sichtbaren links drehenden Antipoden der l,l’-Dinaphtyl-2, 2’-dioxy- 
3,3’-dicarbonsaure neutralisiert. Diese SBure bildet mit dem seltenen 
Antipoden, also mit dem d (  - )  Leucin-methylester ein schwer losliches 
krystallisiertes Salz, wiihrend das Salz dieser SBure mit dem Ester 
des natiirlichen Z ( +) Leucins praktisch genommen unendlich loslich 
ist. Die Genauigkeit des Nachweises kann noch dadurch verschiirft 
werden, dass die Hauptmenge des Z ( +) Leucinesters vor dem Zusatz 
der Dioxy-dinaphtyl-dicarbonsaure als Pikrat oder Oxalat entfernt 
wird. Der Nachweis des seltenen Antipoden beruht also daranf, dass 
die Loslichkeitseigenschaftsn der diastereomeren Salze 

1(  + ) Leucinester - 
d ( - ) Leucinester - 

evtrem verschieden 

linksdrehende Saure; Abkiirzung: [ I (  + ) L ;  ( -  )D]; und 
linksdrehende Saure; Abkiirzung: [ d (  - )L;  ( -  )D] 

sind. 

Anstatt der Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsa.ure (Formel 11) kiinnte grundsatzlich jede 
andere optisch aktive Saure verwendet werden, wenn sie nur mit den beiden Antipoden 
des Leucinesters diastereomere Salze von geniigend verschiedener Loslichkeit liefert. Tat - 
sachlich haben wir ausser der Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure auch die Salzbildung wei- 
terer aktiver Sauren mit Leucinester untersueht. Uber die Ergebnisse wird in einer andern 
Srbeit berichtet werden. Die Dinaphtgl-dioxy-dicarbonsaure war diejenige Verbindung, 
bei welcher die mit den Leucinestern gebildeten beiden diastereomeren Salze am ausge- 
pragtesten unterschieden waren. Die Unterschiede scheinen griisser zu sein als bei irgend- 
einem andern bisher in der Literatur beschriebenen Panr ron  diastereomeren Verbin- 
dungen. Da die Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure fur unseren Sachweis eine entscheidende 
Rolle spielt,, sei iiber die Eigenschaften ihrer Verbindungen mit d( - )-  und 1( + )-Leurin- 
methylester das Wichtigste zusammengestellt. 

4 .  Dae diustereomeren Snlze ‘von l , I ’ -Dinaphtyl-Z,  2’-dio~y-3,3’-dicarbon.- 

a. D a s  Sa lz  I ( + ) - L e u c i n - m e t h y l e s t e r  rnit  ( + ) - D i n a p h t y l -  
stizcre mit d- ,zcnd l-Lezcc,in-methyleste~. 

d i ox y - d i c a r b  on  s aure .  “ 

Abkiirzung: [ l ( + ) L ;  (+)D]. 
Dieses Salz fallt als blassgelbes Pulver krystallin aus, wenn die Iiomponenten 

( I (  + )-Leucin und ( + )-Dinnphtyl-dioxy-dicarbonsaure) in meth~lalkoholischer Losung zu- 
sammengegeben werden. Entsprechendes gilt fur das Spiegelbild dieses Salzes, das 
[ d (  - )L; ( - )D]. Das Aussehen der Krystalle ist aus den Mikrophotographien 1 und 2 er-  
sichtlich. Snip. 217,5-2180 C korr. 

Elementaranalyse von [ I (  + )L; (+  )D]; Krystalle Fig. 1 ; Bruttoformel: C,,H,,Ol,SI: 
entsprechend einer Zusammensetzung des neutralen Salzes aus 1 3101 1,l’-Dinaphtyl- 
2,2’-dioxy-3,3’-dicarbonsiiure und 2 Mol Leucin-methylester’). 

’) Die Analyaen wurden irn organ. analyt. Laboratoriuni der E. T. H. ausgefiihrt. 
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C,,H,,O,oN, Ber. C 65,04 H 6,67% 

Gef. ,, 64,99 ,, 6,66% 
EIementaranalyse von [d ( - ) L ; ( - ) D] ; KrystalIe Fig. 2 ; 

C,,H,,01,N2 Ber. C 65,04 H 6,67% 
Gef. ,, 65,04 ,, 6,68:6 

Fig. 1. Fig. 2. 
Ealz von 1(  + )-Leucin-methylester mit 
( + ) -Dinaphtyl-dioxy -dicarbonsaure. 
Smp. 218O C. Vergrosserung 360 mal. 

Salz von d( - )-Leucin-methylester mit 
( - ) - Dinaphtyl-dioxy -dicarbonsaure. 
Smp. 218O C. Vergrosserung 360 mal. 

Die Zusammensetzung des Salzes wurde auch durch das Ergebnis einer Sticlrstoff- 

Spezifische Drehung in CH,OH : 
bestimmung (nach Kjeldahl) bestatigt. 

1 ( + ) L ;  ( + ) D ] :  [a]'," = +113,33O in 0,474-proz. Losung 

d (  - ) L ;  ( -  )D] : [x]? = - 113,516" in 0,411-proz. Losung 

Der Mittelwert dieser beiden spez. Drehungen ist: [a]? = 113,45O. Dem entspricht 
eine molekulare  D r e h u n g  fur [Z(+)L; (+)D]  von [MI:= 754,3O. 

Dabei betragen die molekularen Drehungen in Methylalkohol vom Xatriumsalz der 
[ +D] : [MI? = 671° und vom sauren Oxalat des [ I (  + )L) : [MI'," = 51,76O; die Summe der 
Drehungen von einer Molekel [ + D]-Salz und 2 Molekeln [ I (  )L]-Salz ware also zusammen 
['l]Komponenten des Sslzes = 774952u. 

Der Vergleich der Zahlen 754,3 und 774,5 zeigt, dass die molekulare Drehung von 
[C( + )L; ( + )D] mit ziemlich guter Naherung additiv zusammengesetzt ist aus der Drehung 
des aktiven Siiureions und der des aktiven Basenions. 

Wir konnen vorwegnehmen, dass eine ahnliche Superposition der Drehungen auch 
fur das Salz [ I (  + )L; ( - )D] festzustellen ist. Die beobachtete molekulare Drehung ist hier 
gleich - 570,0", mahrend sich additiv aus den angegebenen Werten fur das Natriumsalz 
der Saure und das saure Oxalat der Base ein Wert - 567,SO berechnen wiirde. 

Die L o s l i c h k e i t  des Salzes [ l(+)L; (+ )D]  in Methylalkohol betragt bei 28,bn C 
0,i.i & 0,4 g Salz in 100 g CH,OH. 

b. D a s  Sa lz  v o n  I ( + ) - L e u e i n - m e t h y l e s t e r  m i t  
( - ) -Din  a p  h t y1 -dio x y - d i c a r b  o n s Bur e. 

Abkurzung [ Z (  + ) L ;  (-)D]. 
Es fallt amorph aus, wenn die Komponenten in atherischer Losung zusammenge- 

geben werden. Ebenso wird es erhalten durch Zusammengeben der Komponenten in me- 
thylalkoholischer Losung und Abdunsten des Losungsmittels. Mit Methylalkohol ist die 
Substanz in jedem Verhaltnis mischbar ; es tritt A4uf10sung ein, sobald der Methylalkohol 
ausreicht, urn alle Substanz zu benetzen. In krystalliner Form konnte das Salz bisher 
nicht erhaIten werden. 
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Genau entsprechend verhalt sich das zu [l (  + )L; ( - )D] spiegelbildliche Salz 

E l e m e n t a r a n a l y s e  von [1( + )L; ( -  )D]; amorphes Pulver, Bruttoformel 
[d( - )L; ( + )D]. Smp. unscharf 170-174O C korr. 

C,,H,,O,,N,, entsprechend einer Zusammensetzung des neutralen Salzes aus 1 Mol 1,l'- 
Dinaphtyl-2,2'-dioxy-3,3'-dicarbonsaure und 2 No1 Leucin-methylester. 

C,,H440,0N2 Ber. C 65,O4 H 6,67O/, 
Gef. ,, 64,59 ,, 6,55"6 

Spez. D r e h u n g  in CH,OH von [ l (  +)L;  ( -  )D] : (a): = - S5,So in 0,711-proz. 
Losung. Die daraus folgende molekulare Drehung, sowie die Gultigkeit der Superposition 
siehe oben. 

Los l ichkei t sverha l tn i sse :  Das Salz ist sehr gut loslich in CH,OH, praktisch 
genommen unloslich dagegen in Ather. 

c. H a l b r a c e m i s c h e  Sa lze  y o n  L e u c i n - m e t h y l e s t e r  rind D i -  
naph ty l -d iosy -d ica rbons i iu re .  

a) R a c e m i s c h e r  L e u c i n - m e t h y l e s t e r  u n d  a k t i v e  Saure .  Beim Zusammen- 
gehen von racemischem Leucin-methylester und [( + )D] in Methylalkohol fallt sofort das 
schwerlosliche [1( + )L; ( + )D] aus, wahrend das leichtlosliche Diastereomere [d(  - )L; ( + )D] 
in Losung bleibt. Es tritt also R a c e m a t t r e n n u n g  ein. Sie kann fur die praparative 
Durchfuhrung der Spaltung von racemischem Leucin-methylester henutzt werden. 

Gibt man die gleichen Suhstanzen in einem Losungsmittel wie Ather zusammen, 
in welchem die be iden  diastereomeren Salze unloslich sind, so erhalt man ein Gemenge 
von krystallinischem [ I (  + )L; ( + )D] und amorphem fa( - )L; ( + )D]. Entsprechendes gilt 
heim Zusammengeben von racemischeni Leucin-methylester mit [( - )D]. 

B) A k t i v e r  L e u c i n - m e t h y l e s t e r  u n d  racemische  D i n a p h t y l - d i o x g -  
dicarbonsi iure .  Beim Zusammengeben von [ I (  + )L] mit racemischer Saure fallt aus Xe- 
thylalkohol das schwerlosliche [ I (  + )L; ( + )D] aus, wahrend das leichtlosliche Diastereo- 
mere [l (  + )L; ( - )D] in Losung bleibt. Auch hier tritt  also Racemattrennung ein; sie ist 
fur die praparative Reindarstellung von [( + )D] und [( - )D] benutzt worden. Aus Ather 
fbllt analog wie unt.er a) beschrieben, ein Gemisch von lxystallinem [1( + )L; ( + )D] und 
amorphem [Z( + )L; ( - )D] aus. Sinngenlbss Entsprechendes gilt heim Zusamniengehen 
von racemischem Leucinester mit [( - )D]. 

Es e r g i b t  s ich  h i e r a u s ,  d a s s  h a l h r a c e m i s c h e  Snlze n-ie e t w a  [dI,lL; 
( + ) D l  v o n  Z i m m e r t e m p e r a t u r  a n  b i s  Oo C n i c h t  e s i s t i e r e n .  

d. T o t a l - r s c e m i s c h e  Sa lze  yon  L e u c i n - m e t h y l e s t e r  u n d  
D i n a  p h t y l  - d i o x  y - d i  c a r b  o n s au re .  " 

Beim Zusammengehen von racemischem Lencin-methj-lester init racemischer 
Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure in methylalkoholischer Losung Turden, infolge starker 
Krystallisationsverzogerungen, verschiedene Ergehnisse erhalten : 

a) A m o r p h e s  R a c e m a t :  In den meisten Fallen tritt eine Ausscheidung krystal- 
lisierter Salze nicht ein. Beim Abdunsten des Losungsniittels wird das Totalracemat als 
hraungelber amorpher Kijrper erhalten; Schmelzpunkt : allmahliches Sintern und Schmel- 
Zen zwischen 99 und 157O C. Als amorphe Fallung wird das Totalracemat auch beim Zu- 
sammengehen der Komponenten in atherischer Losung erhalten. 

p )  K r  ys t a  l l in i s  c he  Auss c h e i d u  ngen  a u s  dem T o t  n l r  a cema t. Bei langerem 
Stehen scheiden sich aus der methyalkoholischen Losung des Totalracemates hellgelhe 
Krystalle aus. Eine solche Ausscheidung ist zu erwarten, weil in der Losung des Total- 
racemates die Voraussetzungen fur die Ausscheidung der schwerloslichen, gutkrystallisie- 
renden Verbindungen [ Z (  + )L; ( +  )D] und [d(  - )L; ( -  )D] gegehen sind. Busser einem 
Konglomerat dieser beiden Verbindungen konnte nuch die Ausscheidung von wahren 
Racematkrystallen in Frage kommen, namlich dann, wenn die Loslichkeit des Racemates 
ausserordentlich klein, vie1 kleiner als die Loslichkeit der eben genannten diastereomeren 
Salze sein sollte. 
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Die erwahnten, aus der totalracemischen Losung erhaltenen Krystalle geben bei der 

Schmelzpunktsbestimmung folgendes Bild : 1. Das Krystallgemisch schmilzt unscharf bei 
etwa 190° C. Ein kunstlich durch Zusammenreiben hergestelltes Gemisch aus [t( + )L; 
( + )D] und [d( - )L; ( - )D] ergibt dasselbe. 2. Bestimmt man den Schmelzpunkt unter dem 
Schmelzpunktsmikroskop, so zeigt sich, dass einzelne isoliert liegende Krystalle bei etwa 
215-217" schmelzen. Es folgt daraus') mit grosser Wahrscheinlichkeit, d a s s  d i e  a u s  
d e r  t o t a l r a c e m i s c h e n  L o s u n g  e r h a l t e n e n  K r y s t a l l e  t a t s a c h l i c h  e i n  G e -  
misch a u s  d e n  z u e i n a n d e r  sp iege lb i ld l ichen  V e r b i n d u n g e n  [2( + ) L ;  (+  )D] 
u n d  [d( - )L; ( - )D] s ind.  Totalracemische Krystalle existieren also nicht; wiirden solche 
vorliegen, so miisste sich das Schmelzen ekes einzelnen Krystallindividuums vom Schmel- 
zen mehrerer nebeneinanderliegender Individuen, also vom Schmelzen des Krystall- 
gemisches nicht unterscheiden. 

Losl ic  h ke  i t d e  s T o t  a l r a  cema t e s  i n  Met h y l a l  k o  hol. Beim Totalracemat 
tritt nicht nur wie erwahnt die Ausscheidung von Krystallen schwer und mit Verzogerun- 
gen auf, sondern es iat auch nach eingetretener Keimbildung die Krystallisationsgeschwin- 
digkeit und damit die Geschwindigkeit der Einstellung des Losungsgleichgewichtes klein. 
Ober die Loslichkeit des Totalracemates sind daher nur orientierende Angaben .moglich. 
wobei wir versucht haben, das Losungsgleichgewicht von beiden Seiten her zu bestimmen. 

Es wurde in einem FaIle racemischer Leucin-methylester mit in Methylalkohol ge- 
loster racemischer Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure zusammengegeben. In  diesem Falle 
mussten sich die Krystalle (Gemisch von [d( - )L; ( -  )D] und [I( + )L;  (+  )D]) in der 
Losung erst bilden; hier wird das Losungsgleichgewicht von der Seite einer ubersiittigten 
Losung her eingestellt. Der Gehalt der Losung betrug nach einer Dauer von 50 Tagen bei 
21O C etwa 6,l  g auf 100 g Methylalkohol. 

Im zweiten Falle wurden je 0,l g krystallisiertes [d(  - )L; ( -  )D] und [1( + )L; (+  )D1. 
je vom Smp. 218" C miteinander gemischt, mit 6 om3 Methylalkohol iibergossen und 
stehen gelassen. Hier betrug der Gehalt der Losung nach einer Dauer von 50 Tagen bei 
21O C etwa 2,2 g auf 100 g Methylalkohol. Es  folgt daraus, dass das Gleichgewicht in kei- 
nem der beiden Falle ganz hergestellt war und dass die wahre Loslichkeit bei 21" C zwischen 
2,2 und 6,l  g auf 100 g Methylalkohol liegen muss. 

Da nach weiter oben gemachten Angaben die Loslichkeit von [d( - )L; ( -  )D] fur 
sich und die von [ I (  +)L;  ( + )D] fur sich bei 25,50 C nur 0.44 g auf 100 g Methylalkohol 
betragt, ist es zunachst erstaunlich, dass bei gleichzeitiger Gegenwart dieser beiden Salze 
eine Loslichkeit herauskommt, welche sicher grosser als 2,2 und damit grosser als O,88 
(Summe der beiden Einzelloslichkeiten) ist. Man versteht aber die grossere Loslichkeit des 
Totalracemates, wenn man sich vergegenwlrtigt, dass auf 100 g Nethylalkohol, welcher 
mit beiden genannten Krystallsorten als Bodenkorper in Beruhning steht, nicht nur 

enthalten sein nird, sondern dass sich durch Umsetzung dieser Salze rnit [1( + )L) bzw. 
[d( - )L] in Losung gemischte Salzmolekeln bilden mussen, welche als Bodenkorper nicht 
vorkommen, trotzdeni aber zum Trockengehalt der Losung beitragen. Falls die Affini- 
tatskonstanten, was ungefahr zutreffen durfte, bei der Bildung dieser gemischten Salz- 
molekeln in Losung alle gleich gross sind, haben wir neben den bereits erwahnten Molekel- 
sorten in Losung zu erwarten 

(2 ic0,41 g aus statistischen Grunden); 0,SS g 

also insgesamt 8x0,44 = 3,5 g Salz auf 100 g Methylalkohol. Das ist eine Zahl, welche 
jedenfalls zwischen den beiden experimentell bestimmten Grenzen von 2,2 und 6,1 g liegt. 

') D x  Schmelzpunktvm[!(+)L; (+)D]undvon[ci(-)L;(-)D]liegt bei217,5"C. 
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Auf Grund dieser Uberlegung ist auch die unten zu erwahnende Feststellung zu ver- 
stehen, dass die Loslichkeit von [d(  - )L; ( - )D] in einer methylalkoholischen Losung, 
welche einen grossen Uberschuss von dem leicht loslichen [1( + )L; ( - )D] enthalt, grosser 
ist als in reinem Methylalkohol. 

Es sei weiter erwahnt, dass sowohl von racemischem Leucin-methylester als auch 
von racemischer Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure das Nolekulargewicht durch Bestimmung 
der Siedepunktserhohung in Methylalkohol bestimmt wurde. Dabei zeigte sich, dass 
beide Stoffe monomolekular gelost werden, d. h. dass die racemische Losung ein aqui- 
molekulares Gemisch monomer geloster Antipoden ist. Buf Grund dieses Befundes ist 
es wahrscheinlich, dass auch die Losung des Salzes in allen Fallen monomere Salzmolekeln 
enthalt und dass damit die vorhin gegebene Deutung der Loslichkeit des Totalracemates 
qualitativ und quantitativ richtig ist. 

Da in unsern Versuchen immer nur die Falle a, b und c ver- 
wirklicht sind, sind die Eigenschaften des Totalracemates, obwohl 
an sich interessant, fur das Nachfolgende ohne besondere Bedeutung. 
Insbesondere folgt aus den unter a, b und c gemachten Angaben fiir 
die praktische Feststellung von kleinen Mengen an d ( - )-Leucin 
neben I(+)-Leucin: Wenn wir  d e n  Leuc ines t e r  i n  m e t h y l -  
a lkoho l i sche r  L o s u n g  m i t  [ (  -)D] v e r s e t z e n ,  s o  i s t  d a s  e i n -  
z ige S a l z ,  d a s  s ich  a u s  d e r  Losung  i n  k r y s t a l l i n i s c h e r  
F o r m  aussche iden  k a n n ,  d a s  schwer los l iche  [ d (  - ) L ;  ( - )D].  
Die Grenze des Nachweises ist gegeben durch die allerdings geringc 
Loslichkeit von [ d (  - ) L ;  ( - )D],  wobei zu bemerken ist, dass die Los- 
lichkeit dieses Salzes in sehr konzentrierten und sehr hochviskosen 
methylalkoholischen Losungen yon iiberschussigem [ Z (  +) L; ( -)D] 
etwas grosser als in reinem Methylalkohol ist. 

e )  Nachweis  k l e i n e r  Mengen von  d (  - ) - L e u c i n - m e t h y l e s t e r  
i n  f a s t  r e i n e m  I ( + ) - L e u c i n - m e t h y l e s t e r  m i t  H i l f e  v o n  D i -  

n a p h t y 1 - d i o x 3- - d i c a r b o n s u r e. 
Die Moglichkeit und Empfindliehkeit dieses Fach weises w7ird 

durch die nachstehenden beiden Versuche deutlich gemacht. 
1.2,3230 g des Salzes [1( + )L; ( -  )D] und 0,0210 g des Salzes [d(  - )L;  ( -  )D] werden 

in 4 g CH,OH durch leichtes Erwarmen vollig gelost. Dits in Losung vorhandene Leucin 
ist dann zu 99,10,04 die Form [1(  + )L], zu 0,89,% die Form [d(  - )L]. Die Losung wird 
darauf vorsichtig im Vakuum eingedampft bis zu einern Gewicht von 4,58 g. In  diesem 
Zustande besteht die Losung aus 2,34 g Salz und 2,24 g Methylalkohol; Salzgehalt dem- 
nach 5196. Die Losung wird wahrend einiger Tage bei Oo C stehen gelassen, wobei sich 
ein fester Bodenkorper ausscheidet ; die iiberstehende Mutterlauge wird dekantiert, der 
Bodenkorper wiederum in etwa 10 om3 Methylalkohol gelost. Die so gewonnene Losung 
wird wiederum durch Abdunsten des Methylalkohols auf etwa 1 g Gesamtgewicht ein- 
geengt und sodann wahrend zwei Tagen bei Oo C stehen gelassen. Der entstandene Boden- 
korper wird abfiltriert, mit kaltem Methylalkohol gewaschen und bei SOo C getrocknet. 
Man erhalt 0,028 g Salz vom Smp. 203O (anstatt 217,5--218O). Durch nochmaliges Um- 
krystallisieren aus Methylalkohol erhalt man 0,010 g eines Salzes vom Smp. 217,5--218O 
korr., welches sich durch Mischschmelzpunkt aIs reines [d( - )L; ( - )D] identifizieren lasst. 

Wie der nachstehende 2. Versuch zeigt, ist es fur die Durchfuhrung des Sachweises 
nicht unbedingt notig, den gesamten auf Gehalt an [d( - )LJ zu priifenden Leucin-methyl- 
ester mit [( - )D] zu neutralisieren. 
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2. Zu einem Gemisch von 

1,1046 g [l(+)L] und 0,0145 g { d ( - ) L ]  
entsprechend 98,7l% [1( + )L] und 1,2974, [d( - )L] werden 0,516 g [( - )D], sowie 1,5 om3 
CH,OH zugesetzt. (Zur vollstandigen Neutralisierung des vorhandenen Leucin-methyl- 
esters wsren 1,45 g [( - )D] notwendig.) Aus dem Gemisch yon Estersalz und freiem 
Ester krystallisieren wir bei 18O C 0,020g Salz vom Smp. 211-213O korr. aus. Aus 0,0145 g 
rd( - )L] hatten sich 0,033 g [d(  - )L; ( -  )D] bilden konnen. Das noch unreine Salz wurde 
durch Umkrystallisieren aus CH,OH gereinigt; es wurde dabei 0,004 g reines [a’( - )L; 
( -  )D] vom Smp. 217-218O C erhalten. 

Be ide  Versuche  ze igen ,  d a s s  wi r  i n  L e u c i n - m e t h y l -  
e s t e r ,  welcher  zu  9 9 %  a u s  [Z(-)L] u n d  zu  1% a u s  [d(-)L]  
b e s t e h t ,  d e n  se l t enen  A n t i p o d e n  d u r c h  ( - ) - D i o x y - d i n a p h -  
t y l - d i c a r b o n s a u r e  m i t  vo l l iger  S i c h e r h e i t  i n  S u b s t a n z  a l s  
[ d (  - ) L ;  ( - )D]vom S c h m e l z p u n k t  217 ,5°nachwe i senkonnen .  

Die Grenze des unmittelbaren Nachweises liegt vermutlich bei 
etwa 0,s yo des seltenen Antipoden. Sie konnte durch vorherige Elimi- 
nierung der Hauptmenge des normalen Antipoden um 1 oder 2 Zehner- 
potenzen weiter getrieben werden. Nur ware es dann erforderlich, dass 
gleichzeitig damit der Nachweis gefiihrt wird, dass die Operationen, 
welche zur Darstellung und Isolierung des Leucin-methylesters an- 
gewendet werden, innerhalb derselben Fehlergrenzen keine Racemi- 
sierung bewirken. 

f ) Ver h a1 t e n  d e r  D i n a p  h t y l  - dio  Y J- - d i  c a r b  on s a u r  e ge g en  - 
u b e r  a n d e r e n  op t i sch  a k t i v e n  Aminos i iure-es te rn .  
Da sich nach dem Vorstehenden und dem m-eiter Mitzuteilenden 

die ( - )-Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure ausgezeichnet fiir den Xach- 
weis des seltenen Antipoden von Leucin eignet, haben w-ir einige 
orientierende Versuche unternommen, um abznkliiren, ob dieselbe 
Substanz sich auch fur den Nachweis iter selt,enen Antipoden bei 
andern Aminosauren bzw. deren Methylestern eignen wiirde. Die  s 
i s t  merkwi i rd igerweise ,  sowei t  unse re  h isher igen  F e a t -  
s t , e l lungen  r e i c h e n ,  n i c h t  d e r  Fa l l .  

Sa lze  m i t  1 ( +  ) G l u t a m i n s a u r e - d i m e t h y l e s t e r .  Hergestellt wurden die neu- 
tralen Salze des Dimethylesters der 1( + )Glutamins&ure (Sdp. 102,5-103° bei 2 mm Hg; ctr = 11,19O ( I  = 1 dm)) sowohl mit [( + )D] als auch mit I( - )D]. SowohlinMethplalkohol 
als auch in Aceton als Losunpmittel konnten diese Salze, selbst nach starkstem Ein- 
dampfen, n ie  m a  Is k r  y s  t a l l i s i e r  t e r  ha1 t e n  w er  den.  

Sa lze  m i t  Z(+)Alanin-methyles te r .  Hergestellt wurden die neutralen Salze 
von I(+)Slanin-methylester {Abkiirzung: [l(+)A]; Sdp. 3S0 C bei 14 mm Hg; u g  = 

+1,70° ( 1  = 1 dm)) mit [(+)D], [ ( - )Dl  und [(*)D]. 
Das neutrale Salz [ I (  + )A, rac D] krystallisiert beim Zusammengeben der Komponen- 

ten in Methylalkohol aus. Der Schmelzpunkt der Krystalle liegt bei 1200 C unkorr.; die 
durch Zersetzung des Salzes erhaltene Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure erweist sich als 
racemisch; die entstandenen Krystalle sind also ein Halbracemat, gebildet aus I (  + )Alanin- 
methylester und racemischer Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure. 
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Bei Bildung der Salze [ I (  + )A; ( + )D] und [ 2 (  + )A; ( - )D] durch Zusammengeben der 

Komponenten in methylalkoholischer Losung konnte ke iner le i  Kr  y s t a l l i sa  t io  n 
beobachtet werden. 

S a l z e  rnit I (  - ) P r o l i n - m e t h y l e s t e r .  Hergestellt wurden die sauren und neu- 
tralen Salze von 1( - )Prolin-methylester [Sdp. 43" C bei 3 mm Hg; = - 28,15O ( I  = 

1 dm)] mit [ + D], [ - D] und [& D]. Es konnten aus methylalkoholischer Losung bei allen 
diesen Komponenten, auch bei Konzentrierung bis zur volligen Entfernung des Losungs- 
mittels n ie  m a l s  k r y  s t a l l i s ie r  t e Verbindungen erhalten werden. 

- 

Es e r g i b t  s ich  d a r a u s ,  d a s s  d ie  B i l d u n g  e ine r  g u t  
k r y s t a l l i s i e r e n d e n  schwer  los l ichen  Verb indung  v o n  [ -D] 
rnit d (  - ) - L e u c i n - m e t h y l e s t e r  e ine  we i tgehend  spez i f i sche  
R e a k t i o n  i s t .  

5. Gang des Versuchs. 
Als ersten natiirlichen Eiweisstoff, in welchem eine Prufung des 

darin vorhandenen Leucins auf d ( - )-Leucin clurchgefuhrt wurde, 
wiihlten wir Rosshaa r .  Dies geschah in der Dberlegung, dass es 
sich hier gewissermassen um ein Abfallprodukt des Organismus han- 
delt, rnit dessen Hilfe gegebenenfalls die unerviinschten Antipoden 
aus dem Organismus entfernt werden. 

Die beim Versuch eingehaltenen Bedingungen werden nac.h- 
stehend genau angegeben, da auch die Kontrollversuche nur bei 
genauer Einhaltung der selben Bedingungen einen Sinn haben. 

Zur Freisetzung der Sminosauren werden 300 g gereinigtes und bei looo getrocknetes 
Schweifhaar des Pferdes mit 900 g konz. HC1 (d = 1,19) versetzt und wahrend 11/2 Stunden 
auf dem Wasserbad erwarmt. Dabei tritt vollstandige Auflosung ein. Die Losung wird 
darauf wahrend 6 Stunden auf dem Babo-Blech irn Luftbad bei 100-110" C vorsichtig am 
Riickfluss gekocht. 

Kontrollversuche durch Formoltitration') zeigen, dass hierbei eine vollige Hydrolyse 
eintritt. indern der freie Aminostickstoff einen bei weiterer Behandlung unveranderlich 
festen Grenzwert erreicht. Xach der selben Prlethode wurde auch festgestellt, dass die Hy- 
drolyse wahrend 25 Stunden bei ' 300  C, wahrend 23 Stunden bei 105" C und wahrend 6 oder 
10 Stunden bei 113O C je Zuni selben Ergebnis fuhrt. 

Es wird darauf unter vermindertem Druck bei einer Badtemperatur von 40--60° c' 
das \Vasser-Salzsauregemisch abdestilliert ; der Riickstand wird rnit 1 Liter CH,,OH iiber- 
gossen, worauf getrocknetes Snlzsauregas bis zur Sattigung eingeleitet wird; anschliessend 
wird zur volligen Losung Stunde auf dem Wasserbade erwlrmt. Der dlkohol wird wie- 
dernm bei 35" C unter vermindertem Druck abdestilliert. Die Operation wird noch zweirnal 
wiederholt. 

Anschliessend werden die entstandenen Aminosaure-methylester mit NaOH bzw. 
rnit K,C03 in Freiheit gesetzt und in &her aufgenommen. Zu diesem Zwecke wird dns 
erhaltene Gemisch von Hydrochloriden der dminosaure-ester in drei Teile geteilt ; jeder 
Teil wird zu etwa 'in seines Volumens mit Wasser versetzt und die Losung rnit dem Dop- 
pelten ihres Volumens an  Xther iiberschichtet. Unter cnergischer Kuhlung (0" C in der 
wassrigen Losung der Esterhydrochloride) und unter kraftigem Schiitteln wird 33-proz. 
YaOH-Losung in kleinen Port,ionen so lange zugegeben, bis die uberschussig vorhnndene 
Salzsaure neutralisiert ist. Zur so neutralisierten Losung wird, meiterhin unter Kiihlung 
und in kleinen Portionen, Ii,CO, zugegeben. Die in1 Iiolhen vorhandenen Salze erstarren 
dabei zu einer kriimeligen Masse, welche griindlich rnit Ather ausgeschiittelt wird. Die 

I )  .J. H .  Yortlzrop, J. gen. Physiol. 9, 767 (1936). 
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atherische Losung wird mit K,CO, getrocknet; von diesem wird abfiltriert und die LBsung 
anschliessend iiber wasserfreiem Na,SO, aufgehoben. 

Die im Kolben verbliebene Masse von Kalium- und Natriumchlorid und -carbonat 
umhiillt noch einen Teil der entstandenen Aminosaure-ester. Eine Gewinnung derselben 
ware durch Versetzen des Ruckstandes mit Sauren und Laugen und wiederholtes Aus- 
athern moglich, allerdings unter Gefahr der Racemisierung. Wir haben auf die Gewin- 
nung venichtet, da es auf eine Bestimmung des Verhaltnisses von d( - ) und I (  + )Leucin 
und nicht auf eine Erfassung des gesamten Leucins ankommt. 

Der Ather wird aus der atherischen Losung durch vorsicht,iges Abdestillieren auf 
einem Wasserbad entfernt und das verbleibende Estergemisch einer Rohdestillation im 
Vakuum mittels einer ausschliesslich aus Glas bestehenden Apparatur unterworfen. Die 
unter verschiedenen Bedingungen iibergehenden Ester werden durch Hiihlen mit fliissiger 
Luft aufgefangen. 

Eine erste Fraktion, die bei einem Druck von 12 mm unterhalb 25" C ubergeht, kann 
praktisch genommen keinen Leucinester enthalten; sie wird verworfen. Ebenso wird eine 
zweite Fraktion von etwa 13 g, die bei 12 mm Druck zwischen 25 und 60" iibergeht, nicht 
weiter untersucbt. Sie diirfte im wesentlichen die Ester von Glykokoll und $lanin ent- 
halten. 

Der Siedepunlrt von Alanin-methylester bei einem Druck von 14 mm Hg wird bei- 
spielsweise zu 38" C, der von Leucin-methylester bei 12 mm Hg zu 80O C angegeben. 

Weitere Fraktionen der Rohdestillation werden erhalten, indem der Druck auf 
0,5 mm erniedrigt und die Temperatur gleichzeitig gesenkt wird. Man erhalt als dritte 
Fraktion etwa 30 g, die bei 0,5 mm zwischen 35-40° C iibergehen und als vierte Fraktion 
etwa 8,4 g, welche zwischen 40 und 100" C iibergehen. Diese beiden Fraktionen (die dritte 
und vierte) werden vereinigt und einer sorgflltigen fraktionierten Destillation untenvorfen. 
Die Fraktionierung erfolgt in der Weise, dass bei konstant gehaltener Temperatur von 
30° C zunachst der Druck allmahlich auf 3 mm Hg erniedrigt wird und dass der Rest bei 
konstantem Druck von 3 mm Hg durch sulrzessive Steigerung der Temperatur iiberdestil- 
liert wird. 

Die Apparatur ist eine Iiolonrie von 140 em Liinge und kreisringformigem Quer- 
schnitt, wie sie von W. Kuhn und Ii. R y f f d  (1. c.) vor einiger Zeit beschrieben wurde. 
Weitere Einzelheiten siehe in einer spateren Srheit. Ausgehend yon 50 g Rohdestillat wur- 
den beispielsweise folgende Fraktionen erhalten') : 

1. 17 g bei 30°, Druck abnehmend von 50 auf 10 mm Hg; ngo= 1,3829 
2. 2 g bei 300, Druck abnehmend von 10 auf 
3. 0,4 g bei 3 0 4 3 0 ,  Druck abnehmend auf 3 mni Hg 
4. 2,4 g bei 43-45", Druck konstant auf 3 mm Hg 
5. 3,2 g bei 45-46",  Druck konstant auf 3 mni Hg 
6. 5 g bei 4 6 4 7 " ,  Druck konstant auf 3 mm Hg 
7. 3 g bei 47O, Druck konstant auf 3 mm Hg 

Die physikalischen Konstanten der 4.-7. Fraktion waren : 
4. Fraktion 
5. Fraktion 
6. Fraktion 
7 .  Fraktion 

6 mm Hg 

n g o  = 1,4152 a% = + 20,98" ( 1  = 1 dm) 
c2'0 = 1,4291 x g  = + 16,05O (! = 1 dm) 
n t  = 1,4261 a'' - + 13,07O ( I  = 1 dm) 
r.$ = 1,4176 a; = +16,21° ( I  = 1 dm) 

p 270 = 0,983 
,o 27O = 0,957 
e 270 = 0,931 

Do 
9" 0 ?-  

Zum Vergleich seien die physikalischen Konstanten fur  reinen Leucin-methylester 
angegeben : 

Sdp., m m  = 47' C; ngn = 1,4271; e g o  = + 14,100; 0 270 = 0,942. 

l) Nit gleich gutem Trennungsergebnis kann auch die Rohdestillation unterlassen 
und die Feindestivation mit dem nach Abdunsten des Athers verbleibenden Estergemisch 
unmittelbar vorgenommen werden. 
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Der Vergleich mit den a n  den Fraktionen der Feindestillation beobachteten Daten 
zeigt, dass der im Rosshaar vorhandene Leucin-methylester in den Fraktionen 5, 6 und 7 
enthalten ist und dass insbesondere die 6. Fraktion aus praktisch reinem Leucin-methyl- 
ester besteht. 

Als Verunreinigung kommt insbesondere der Prolin-methylester in Frage, welcher 
unter 3 mm Hg bei 43O C siedet, also gegenuber dem Leucin-methylester nur 4O Siede- 
punktsdifferenz aufweist. Durch den Versuch, sowie theoretisch aus den bei der Destilla- 
tion angewandten Bedingungen wurde gezeigt, dass die Trennung von Prolin-methylester 
und Leucin bei unsern Versuchsbedingungen praktisch vollstandig war. Die beim Ver- 
gleich interessierenden weiteren Daten fur I-Prolin-methylester sind n 2  = 1,45197; 
%go = - 27,06O ( I  = 10 cm); ,*lo = 1,076; [sc]gO = - 25,2O. 

Zur Priifung der gewonnenen, das Leucin enthaltenden Esterfraktionen auf einen 
Gehalt a n  d( - )Leucin wurden beispielsweise 0,8060 g Leucinester sowie 1,0410 g der 
linksdrehenden Dioxy-dinaphtyl-dicarbonsaure in 4,14 om3 Methylalkohol gelost und ei- 
nige Tage bei O0 C stehen gelassen. Bei Anwesenheit von d-Leucin krystallisiert das 
schwerlosliche [d( - )L; ( - )D] aus; es kann gewogen, notigenfalls umkrystallisiert und 
durch den Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identifiziert werden. 

6. Ergebnisse mit Eiweisstof fen verschiedener Herkumft. 
a) R o s s h a a r  I. Eine erste Probe von Rosshaar (Schweifhaar eines alten, nicht naher 

gekennzeichneten Pferdes) wurde in vorstehend beschriebener Weise hpdrolysiert und auf 
Leucin-methylester verarbeitet. Die durch Rohdestillation und anschliessende Feindestil- 
lation des Estergemisches gewonnene, aus praktisch reinem Leucinester bestehende Frak- 
tion hatte : 

n*7 - - 1,4227, cig = +16,i0° ( I  = 1 dm) 
Nach Vermischung von 0,555 g dieses Esters mit 1,OO g ( - )Dinaphtyl-dioxy-dicar- 

honsaure und 4 cm3 Xethylalkohol schieden sich 0,042 g zunachst unreines [ d (  - )L; ( - )D! 
vom Smp. 210° korr. (anstatt 215,5-21S0) aus. Durch einmaliges Cmkrystallisieren aus 
wenig Methylalkohol steigt der Schmelzpunkt auf 217,5-21S0. Ein Mischschmelzpunkt 
bestatigt das Vorliegen von reinem [ d (  - )L; ( - )D]. Diese Identifizierung der Krystalle 
murcle auch durch Beobachtung des Verbaltens ini Polarisetionsmikroskop sowie durch 
Messung des Drehungsvermogens in Methylalkohol bestatigt. 

Das Auftreten des nicht natiirlichen Antipoden d( - )-Leucin in dieser Rosshaarprohe 
ist damit eindeutig festgestellt, und zwar betragt der relative Gehalt an d( - )-Leu& 

0 042 - neben dem natiirlichen I (  + )-Leu& mindestens 100 :< L- - 2 , 1 O b .  indem ja auf 1,575:. 
1 , i55 

Salz 0,042 g [d( - )L; ( - )D] isoliert wurden. Auf Grund von Versuchen iiber die Loslich- 
keit von [d( - )L; ( -  )D] ist anzunehmen. dass in der Losung, welche 4 cm3 CH,OH ent- 
halt, weitere 0,016 g des Salzes gelost bleiben; der Gesamtgehalt r o n  1,755 g Estersalz an 
[d(  - )L; ( -  )D] wiirde demgemass gleich 0,042+ 0,016 g = 0,058 g sein. D. h. der Gehalt 

0 058 
an d( - )-Leucin neben dem natiirlichen I (  + )-Leucin in Rosshaar I betragt dann 100 X l--+ 1,77.) 
= 3,3 0,50,:. 

b)  R o s s h a a r  11. Eine zweite Probe von Pferdeschweifhaar stammte von einem 
siebenjahrigen Pferde. Die physikalischen Daten der bei der fraktionierten Destillation 
erhaltenen L4minosaure-methylester wurden bei der Besprechung des im vorigen Kapitel 
beschriebenen' Beispiels angegeben. 0,8060 g Substanz aus der 6. Fraktion (ng '  = 1,4261) 
wurden zusammen mit 1,0410 g [( - )D] in 4,14 cm3 Methylalkohol gelost. Trotzdem die 
Losung mit [d( - )L; ( -  )D] angeimpft wurde und trotzdem die L6sung wahrend drei 
Jfonaten bei 0" aufgestellt wurde, erfolgte k e i n e  Aussche idung des schwerloslichen 
[d( - )IL; ( - )D1. Die Losung wurde anschliessend durch Abdunsten von JIethylalkohol auf 
eine Iionzentration von 50 Gew.- "6 Estersalz in Methylalkohol eingeengt und wiederum 
geimpft : es trat dabei wiederum keine Krystallausscheidung ein. Es musste der Schluss 
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gezogen werden, dass der Gehalt dieser Rosshaarprobe wesentlich kleiner ist als bei Probe I ;  
der Gehalt an [d( - )L] ist offenbar so klein, dass die Loslichkeitsgrenze von [d( - )L; ( - )D] 
bei diesen Versuchsbedingungen nicht unterschritten wird. 

Auch die Fraktionen 5 und 7 wurden in derselben Weise auf d( - )-LeuChester ge- 
priift mit dem Ergebnis, dass dieser Antipode nicht nachzuweisen war. Um sicher zu gehen, 
dass fur das negative Ergebnis nicht eine Krystallisationsverzogerung entscheidend war, 
wurden zu 0,775 g Ester der Fraktion 6 4 em3 Methylalkohol und 1 g [( - )D], ausserdem 
aber noch 0,044 g [d( - )L] und die d a m  iiquivalente Menge von [( - )D] zugegeben. Eine 
Ausscheidung von [d( - )L; ( - )D] trat daraufhin ein und es konnten nach 12 Tagen bei 
00 C 0,057 g dieses Salzes vom richtigen Smp. (217-218°) erhalten werden. 

Die Versuche zeigen zusammen, dass in Rosshaar I1 innerhalb der Fehlergrenzen 
der Methode kein d( - )-Leucin enthalten ist; d. h.: die Verunreinigung des in dieser Sub- 
stanz enthaltenen normalen 1( + )-Leucins mit d( - )-Leucin ist kleiner als etwa 0,5q/,. 

c) R o s s h a a r  111. Es war durch diese Versuche erwiesen, dass d( - )-Leucin im na- 
turlichen Eiweiss des Rosshaares (gelegentlich) vorkommt, dass aber quantitative Unter- 
schiede zwischen einzelnen Individuen bestehen. Bei der nichstfolgenden Probe wurde 
darauf Wert gelegt, Schweifhaar von einem alteren Individuum zu erhalten. Untersucht 
wurde als Probe I11 das Schweifhaar von einem 24jiihrigen Pferde. 

Zur Prufung auf d( - )-Leucin gelangte eine Esterfraktion, welche durch Feindestil- 
lation ohne vorangehende Rohdestillation gewonnen war und welche folgende Konstanten 
aufwies: n g 0  = 1,4235; ago = +14,46O (1 = 1 dm); p"' = 0,954; Sdp. ,111,1 = 47O C. 
Die Vergleichsdaten fur  reinen Leucinester sind: n g o  = 1,4295; 12' = + 14,3O (1 = 1 dm) ; 
@la = 0,949. 0,775 g von diesem Ester wurden mit 4 om3 Methylalkohol und 1 g [( - )D] 
versetzt und wiihrend 30 Tagen der Krystallisation bei Oo C uberlassen. Es gelangten dabei 
Krystalle von [d(  - )L; ( - )D] zur Ausscheidung; sie wiesen nach einmaligem gutem Wa- 
schen mit MethylalkohoI einen Schnielzpunkt von 217,5--21R0 C auf. Durch den Misch- 
schmelzpunkt mit der Vergleichssubstanz, durch Vergleich der Krystalle unter den1 Mi- 
kroskop mit denen von Fig. l und 2. sowie durch Xessung der optischen Drehung in Ne- 
thylalkohol wurden sie als das Salz des .,unnaturlichen" Leucins identifiziert. Die bei An- 
wendung von 0,775 g [L] in Substanz erhaltene Menge an [d(  - )L; ( - )D] betrug 0,007 g. 
Es entspricht dies einem Gehalt des in Rosshaar 111 enthaltenen ( + )-Leucins an dem tin- 
naturlichen Antipoden [d( - )-Leucin] von 0,43/, . 

Unter Berucksichtigung der Loslichkeit von [ d (  - ) L ;  ( - )D] erhoht sich die Zahl 
auf 1,6&0,5Ob. 

d)  Casein. Zur Orientierung wurden entsprechende Versuche mit Casein vor- 
genommen [Praparat der Fa. Tnnder -I.&. Bern; aus Nilch hergestellt]. Die Hydrolyse, 
Veresterung und Feindestillation wurden genau wie bei den Versuchen mit Rosshaar 
beschrieben durchgefiihrt. Zur Prufung auf d ( - )-Leucin gelangte eine Esterfraktion mit 
folgenden Konstanten: n g o  = 1,4177, Sdp. mm = 45O. 0,7i5 g dieser Fraktion wurden 
mit 4 cm3 Methylalkohol und 1 g [( - )D] versetzt und wahrend 25 Tagen der Krystalli- 
sstiou bei Oo C uberlassen. Eine Ausscheidung von [ d (  - ) L ;  ( - ID] konnte dabei nicht 
beobachtet werden. Die Menge des zur lintersuchung gelangenden Caseinpraparates 
(insgesamt 1.50 g)  war allerdings zur Erlangung von ca. 20 g bei 3 mm Hg destillierenden 
Estergemisches nicht ausreichend, so dass die Feinfraktionierung in der grossen Frak- 
tionierkolonne Schwierigkeiten verursachte. Wir konnen am dem -4usbleiben einer 
[ d (  - )L; ( - )D]-Fiillung den Schluss ziehen, dass der Gehalt des Leucins an d (  - ) L  in1 
Falle von Casein hochstens etwa 0,5---1~~ betragt. 

Die beschriebenen Versuche zeigen, dass offenbar die Empfind- 
lichkeit, welche zum Nachweis der natiirlichen Antipoden optisch 
sktiver Stoffe im natiirlichen Eiweiss notwendig ist, im Falle des 
Leucins erreicht ist. Es zeigt sich, dass unnatiirliche Antipoden neben 
den natiirlichen in wechselntlen Xengen vorkommen. 
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Die Peststellung, dass im Schweifhaar von zwei alten Pferden 
der unnaturliche Antipode gefunden wurde, im Schweifhaar eines 
jungen (7-jahrigen) Pferdes dagegen nicht, l a s s t  d i e  D e u t u n g  z u ,  
d a s s  d e r  o p t i s c h e  R e i n h e i t s g r a d  d e r  i m  Organ i smus  e n t -  
h a l t e n e n  A m i n o s a u r e n  rnit  z u n e h m e n d e m  A l t e r  a b n i m m t .  
Um diese Aussage als sieher ansehen xu konnen, sind weitere Ver- 
suche, welche such in Angriff genommen sind, notwendig; ebenso 
sei noehmals darauf hingewiesen, dass der optische Reinheitsgrad 
nicht in allen Organen eines Organismus der gleiche zu sein braucht. 

Die Versuche, dureh . welche das Auftreten von d (  -)-Leucin 
nachgewiesen wurde, waren indessen unvollstandig, wenn nicht 
gleichzeitig durch sorgfaltige Versuche gezeigt werden konnte, dass 
die vom Eiweiss zum [a( - ) L ;  ( - )D] vom Smp. 217,5O fuhrenden 
Schritte innerhalb der Nachweisgrenze keine Erzeugung des nach- 
zumeisenden d (  -1-Leucins rnit sich bringen. Um dies xu zeigen, sind 
nachstehend eine Anzahl Testversuche beschrieben. 

7'. Ergamungen , Test verszich e. 
a) Versuche  u b e r  d i e  e v e n t u e l l e  R a c e m i s i e r u n g  d e s  Leucins  be im K o c h e n  

m i t  k o n z .  S a l z s i i u r e .  
Solche Versuche sind notwendig, weil das Eiweiss zur Durchfuhrung der Hydrolyse, 

wie in Abschnitt 5 ausgefiihrt wurde, wiihrend insgesamt 8 Std. mit konz. Salzsaure bei 
100-llOo behandelt wird. 

In  einem Testversuch wurden daher 5 g 1 (  +)-Leucin vom Drehungsvermogen 
[ C C ] ~ -  - 10,14O in konz. Salzsaure gelost und in einer ausschliesslich aus Glas bestehenden 
Apparatur wahrend 29% Stunden bei 116-120° am Riickfluss auf dem Oelbad erhitzt; 
Wasser und Salzsaure werden darauf bei einer Badtemperatur von 40° C im Vakuum 
entfernt, und das Leucin mit Methylalkohol unter Einivirkung von SalzsBure, Lhnlich 
wie in  Abschnitt 5 beschrieben, verestert. Der Ester wird bei 76" C und einem Druck 
von 12 mm destilliert. Der erhaltene Ester besitzt eine Drehung %go = + 12,95" ( 1  = 1 dm). 
0,85 g dieses Esters werden mit 1,1 g [( - )D] und 10 om3 Methylalkohol versetzt; der 
Nethylalkohol wird durch Abdunsten entfernt, so dass eine Losung entsteht, welche 
auf 2 g Estersalz 2 g Methylalkohol enthalt. Trotz Impfen mit dem schwerloslichen 
[ d (  - ) L; ( -  )D], findet auch bei monatelangem Stehen bei 0" C keine Krystallausschei- 
dung statt. Durch Eindampfen kann der Xethylalkohol noch weiter entfernt werden, 
ohne dass irgendeine Krystallausscheidung beobachtet worden ware. 

Der Versuch wurde mit kleinen Abanderungen beim Erhitzen des Leucins in Salz- 
skure, beim Verestern, sowie bei der Prufung mit Hilfe von Dinaphtyl-dioxy-dicarbon- 
saure mehrmals mit demselben negativen Ergebnis wiederholt. Erst bei einem Versuch, 
in welchem das Kochen von 2(+)-Leucin mit konz. Salzsaure wahrend 88 Stunden 
(anstatt 8 Stunden beim Hydrolyseversuch) fortgesetzt wurde, konnten in 2,05 g Leucin- 
methylester 0,014 g d (  - )-Leucin-methylester in Form von [ d (  - ) L; ( -  )D] vom Smp. 210" 
(nach dem Umkrystallisieren 217,50) nachgewiesen werden. Es entspricht dies einer Bil- 
dung von 0,70/, d (  - )-Leucin bei 88-stundigem Erhitzen mit konz. Salzsaure. Es ist damit 
klar, dass das Auftreten von 2 und mehr "/o d (  - )-Leucin nach nur 8-stiindigem Erhitzen 
nicht die Folge einer Racemisierung durch Saureeinwirkung sein kann. 

In  Erganzung hierzu wurde auch die Frage einer Racemisierung des Leucins beim 
Kochen mit methylalkoholischer Salzsaure experimentell gepruft. Zu diesem Zwecke 
wnrden 5 g I(+)-Leucin mit 50 cm3 95-proz. Methylalkohol, welcher mit HC1-Gas ge- 
sattigt wurde, wahrend 26 Stunden auf dem Wasserbad am Ruckfluss zum Sieden erhitzt. 

105 
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I n  dem in ublicher Weise aus diesem Leucin hergestellten Methylester konnte rnit Hilfe 
von Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure keine Spur von d ( - )-Leucinester nachgewiesen 
werden. Es konnte also auch eine alkoholische a n  die Stelle einer wasserigen Eiweiss- 
hydrolyse gesetzt werden, ohne dass bei den jetzigen Nachweisgrenzen eine Racemisierung 
zu befurchten ist. Der Versuch ist auch ein guter Beweis dafur, dass bei der Veresterung 
des Hydrolysegemischs mit methylalkoholischer Salzskure keine Racemisierung eintrit t 

b) Ausschl iessung e i n e r  R a c e m i s i e r u n g  b e i  d e r  H y d r o l y s e  von  
P e p t i d  b indungen.  

Wenn auch durch die vorigen Versuche eine Racemisierung des Leucins durch 
Einwirkung der Salzsaure des Hydrolysegemisches auf das durch Hydrolyse f re igese t z  t e  
Leucin ausgeschlossen wird, so besteht zunachst noch die Xoglichkeit der Erzeugung 
von d (  - )-Leucin aus I (  + )-Leucin bei der Losung der Peptidbindungen im Verlaufe des 
hydrolytischen Abbaus selbst. Die Losung der Peptidbindungen diirfte uber Zwischen- 
zustande fiihren, in welchen eine normalerweise nicht erfolgende UmIagerung statthaben 
konnte. Um dies zu priifen, wurde die Spaltung der Peptidbindungen im 3,6-Diaci-2,5- 
diisobutyl-piperazin untersucht. Dieser Stoff wurde aus reinem optisch aktivem Leucin- 
methylester durch liingeres Erwarmen auf -loo C erhalten und durch Umkrystallisieren 
aus $Ikohol weiter gereinigt. Smp. 263O korr.; spezif. Drehung in 0,582-proz. methyl- 
alkoholischer Losung: = - 39,2O. 

Die Hydrolyse wurde in der Weise durchgefiihrt, dass 3,l g dieses Piperazins mit 
31 om3 konz. HC1 ( d  = 1,19) wahrend 7 Stunden bei 101-104" C erwarmt wurden. Dass 
die hierbei eintretende Hydrolyse vol l s t  a n d i g  ist, indem be ide  Peptidbindungen des 
Piperazins gelost werden, wurde dadurch nachgewiesen, dass Ubereinstimmung von 
Gesamtstickstoff (nach Xjeldahll)) und freiern Aminostickstoff (durch Forrnoltitrationz)) 
festgestellt wurde. Aus dem so gewonnenen Leucin wurde in der mehrfach erwahnten 
Weise der Methylester dargestellt und der letztere rnit Hilfe von Dinaphtyl-dioxy-dicar- 
bonsaure auf d (  - )-Leucinester gepriift. Es erweist sich dabei als unmoglich, auch nur 
die geringste Menge [ d (  - ) L ;  ( -  )D] zu erhalten. Es f o l g t  d a h e r ,  d a s s  a u c h  be i  
d e r  s a u r e n  H y d r o l y s e  d e r  P e p t i d b i n d u n g e n  im 3,6-Diaci-2,5-diisobutyl- 
piperaz in  u n d  a u c h  bei  d e r  H y d r o l y s e  d e s  daraus bei Losung der einen Bindung 
entstehenden 1(  + ) - L e u c y l - l e u c i n s  ke ine  R a c e m i s i e r u n g  d e s  Leucins  s t a t t -  
f inde  t. Selbstverstandlich liegen in den natiirlichen EiweiDstoffen ausserpeptidbindungen 
zwischen Leucin und Leucin auch Peptidbindungen zwischen Leucin und andern Eiweiss- 
komponenten vor. Fur  die letzteren ist das Susbleiben einer Racemisierung im Leucin 
bei der Losung der Peptidbindungen durch die vorstehend beschriebenen Versuche nicht 
bewiesen, sondern nur wahrscheinlich gernacht. 

8. ~ a r ~ ~ e ~ ~ ~ ~ ~ ~  zcnd optische S p a ~ ~ ~ ~ n ~  con 2,2'-Dioxy3,3'-dicarboxy- 
1, l ' -dinuphtyl .  

Die Darstellung der Verbindung und deren Trennung in die 
Antipoden rnit Hilfe von Brucin ist von W .  171. StanZey und R. Adams3) 
beschrieben worden. Da wir die dort gemachten hngaben nur teil- 
weise bestatigen konnen, geben w-ir nachstehend die von uns be- 
nutzten Versuchsdaten. 

a) D a r s t e l l u n g  d e s  R a c e m a t e s .  60 g 3-Oxy-naphtalin-2-carbonsaure werden 
rnit 12 g NaOH und 900 cm3 Wasser in einern 10 Liter fassenden Rundkolben unter leb- 
haftem Ruhren zum Sieden erhitzt. Zu dieser Fliissigkeit werden 90 g Eisen(II1)-chlorid 
(FeCl,*6 H,O), welche in  180 cm3 heissem Wasser gelost sind, zugetropft, wobei ein 

l )  Vgl. J .  R. Parnas, Z. anal. Ch. 114, 261 (1938). 
2, J .  H .  Northrop, J. gen. Physiol. (New York) 9, 767 (1926). 

W .  M. Stanley und R. ddams, R. 48, 1035 (1929). 
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gunblauer Niederschlag entsteht. Die Reaktionsmischung wird wahrend 40-50 Minuten 
weiter zum Sieden erhitzt; nach dem Abkuhlen wird sie mit 2-n. NaOH alkalisch gemacht; 
durch Filtrieren durch eine grosse Nutsche wird sie vom ausgeschiedenen Eisen(II1)- 
hydroxyd getrennt. Die rotbraune Losung enthalt die rohe Dinaphtyl-dioxy-dicarbon- 
saure, welche durch Zugeben von konz. Salzslure ausgefallt wird. Sie wird abgenutscht, 
mit Wasser gewaschen und darauf 3 bis 4mal mit 80-proz. Essigsaure digeriert, wobei 
unvergndert. gebliebenes Ausgangsmaterial in Losung geht und wieder gewonnen werden 
kann. Das ungelost bleibende Produkt ist 2,2’-Dioxy-3,3’-dicarb0xy-l,I’-dinaphtyl. 
Zersetzungspunkt 328-3l0 korr. Ausbeute etwa 40% der Theorie. 

b) S p a l t u n g  d e s  R a c e m a t e s  m i t  H i l f e  v o n  Brucin.  8 g d,l-Dinaphtyl- 
dioxy -dicarbonsaure werden in 350 cm3 siedendem absolutem Athylakohol gelost. Zu 
dieser Losung werden 20 g Brucin zugegeben. Man erhalt als Niederschlag 21 g Salz vom 
Smp. 236,5-237O unkorr. 20 g dieses Salzes werden in 200 om3 heissem Pyridin gelost. 
Nach mehrwochigem Stehen bei Oo C krystallisieren etwa 14 g Salz aus; sie werden ein 
zweites Ma1 aus 150 cm3 Pyridin umkrystallisiert, wobei etwa 8 g Salz erhalten werden, 
welche ihrerseits ein drittes Ma1 aus 70 cm3 Pyridin umkrystallisiert werden. Man erhalt 
so etwa 7 g Salz vom Drehungsvermogen [XI: = - 85,4O in 0,43-proz. Losung in  Pyridin; 
in obereinstimmung mit den Angaben von Stanley und Adflms 1. c. 

Zur Freisetzung der Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure wird das Brucinsalz mit der 
berechneten Menge NaOH versetzt und das sich ausscheidende Brucin rnit Chloroform 
extrahiert, worauf die linksdrehende Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsilure durch Zufiigung 
von konz. HC1 ausgeschieden werden kann. Das Drehungsvermogen der so gewonnenen 
Siiure in absolutem hhylalkohol war [a]: = - 134,5O, wahrend die weiter unten zu 
beschreibende Trennung mit Hilfe von d (  - )-Leucin eine Saure mit dem Drehungsver- 
mogen [a]: = - 166O liefert. 

Eine Literaturangabe (1. c.), wonach der Reinheitsgrad der aktiven Same durch 
Umkrystallisieren aus Eisessig verbessert werden kann, k o n n t e  v o n  u n s  n i c h t  b e -  
s t a t i g t  werden;  im Gegenteil: es wurde beim Umkrystallisieren aus Eisessig je nach 
der Dauer der Operation eine fast vollstbdige Racemisierung beobachtet. 

c) S p a l t u n g  d e s  R a c e m a t e s  m i t  Hi l fe  v o n  1 ( + ) L e u c i n - m e t h y l e s t e r  
u n d  d , l -Leucin-methyles te r .  Sie erfolgt uber das neutrale Salz (1 Mol Dinaphtyl- 
dioxy-dicarbonsaure mit 2 Mol Leucin-methylester) ; eine Trennung mit Hilfe der sau- 
ren Salze gelingt nicht. 

Zunachst wird der positiv drehende Antipode der Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure 
mit Hilfe von Z(+ )-Leucin-methylester aus dem Racemat herausgenommen. Zu diesem 
Zwecke werden 37,4 g der racemischen Same in ca. 450 cm3 reinem Methylalkohol suspen- 
diert und durch Kochen am Ruckfluss teilweise gelost. Zur siedenden Losung werden 
29 g l (  + )-Leucin-methylester, [ l (  + )L] zugegeben, wobei eine klare, dunkelgelb gefarbte 
Lijsung entsteht. Beim Abkuhlen auf Zimmertemperatur und anschliessendem Stehen bei 
20° C krystallisiert 85% der Theorie an reinem [ l ( + ) L ;  ( + ) D ]  vom Smp. 217,5O aus. 
Durch Abdunsten des Methylalkohols und Stehenlassen bei Oo C konnen weitere Mengen 
dieses Salzes, insgesamt etwa 98-9976 der Theorie gewonnen werden. Durch Auswaschen 
init kaltem Methylalkohol oder durch nochrnaliges Umkrystallisieren kann das Salz von 
der anhaftenden Mutterlauge befreit werden. Es kann zur Gewinnung von reiner ( + ) Di- 
naphtyl-dioxy-dicarbonsaure verwendet werden. Zu letzterem Zweck wird das Salz 
[1( +)L; ( +  )D] mit der berechneten Menge verd. NaOH versetzt und der freigesetzte 
1(  + )-Leucinester mit Ather aufgenommen; aus der wasserigen Losung wird dann die 
optisch reine ( + )-Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure durch Zusatz von konz. HC1 ausgefallt. 

Drehungsvermogen in Athylalkohol: [a]2,3’ = + 166,5O in 0,574-proz. Losung; 
Drehungsvermogen in Pyridin: 

Der von Stanley und ddams fur die Pyridinlosung angegebene Wert ist [a]: = 171O in 
0,781-proz. Losung. 

[ a ] F  = + 178,8O in 0,97-proz. Losung. 
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Die fiir den Nachweis des d-Leucins benotigte ( - ) Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure 

befindet sich als leichtlosliches Salz [ 1 (  + ) L ;  ( -  )D] in den Mutterlaugen, aus denen 
sich die Krystalle [ l (  - ) L ;  ( +  )D] ausgeschieden hatten. Wegen der Schwerloslichkeit 
der letzteren Verbindung muss sich nach Erreichung des Loslichkeitsgleichgewichts 
optisch fast reine, negativ drehende Saure in  der Losung befinden. - Wenn man bei der 
Krystallisation des schwerloslichen Diastereomeren den Methylalkohol soweit entfernt, 
dass die verbleibende Losung zu 50% aus Estersalz bestebt, so erhalt man tatsiichlich 
durch etwa 4-wochiges Stehen bei 0" C eine Mutterlauge, aus welcher [( - )D] unmittelbar 
mit einem optischen Reinheitsgrade von 98-99 yo gewonnen werden kann. 

Um absolut reine [( - ) D] zu erhalten, wird die das Salz [ 1 (  + ) L ;  ( -  )D] enthaltende 
Mutterlauge durch Eindampfen vom grossten Teil des Methylalkohols befreit, die kalte 
Losung sodann mit einem gleich grossen Volumen Wasser verdiinnt, worauf die optisch 
nicht ganz reine [( - )D] mit konz. HCl ausgefallt, mit Wasser gewaschen und bei 120° 
getrocknet wird. 37,4 g (1jlO Mol) der nahezu reinen [( - ) D] werden darauf in etwa 400 cm3 
reinem CH,OH suspendiert und erwarmt. Zur siedenden Losung werden 58 g (0,4 Mol) 
yon racemischem Leucin-methylester gegeben. (Besser ware der Zusatz von 0,2 Mol 
d (  - )-Leucinester, was aher auf Grund des hohen Preises dieser Substanz nicht durch- 
fiihrbar war.) Beim Ahkiihlen der Losung krystallisiert das Salz [ d (  - ) L ;  ( -  )D] vom 
Smp. 217,5", welches in ausgezeichneter Ausbeute erhalten wird. Die Gewinnung der 
freien Saure aus dem Salz ist bereits bei der Darstellung der positiv drehenden Saure 
beschrieben worden. Das Drehungsvermogen wurde in Alkohol gemessen; es war [.*I'$ = 
- 166,OO in 0,57-proz. Losung. 

Sowohl die optisch aktiven Antipoden als auch das R.acemat der Dinaphtyl-dioxy- 
dicarbonsaure sind amorph. Beim Erhitzen tritt zwischen 328-31" korr. allmahliches 
Zersetzen ein. 

Ausser der freien Saure ist zwecks Untersuchung weiterer optischer Eigenschaften 
der Diathylester der Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure dargestellt worden. Es geschah dies 
deswegen, weil erfahrungsgemiss die Tendenz zur Bildung von Assoziaten zwischen 
Losungsmittel und geloster Molekel bei den Estern kleiner ist a h  bei freien Sauren, sodass 
die Untersuchung der Ester zweckmassig ist, wenn man die Eigenschaften der Molekel 
selbst in moglichster Unabhangigkeit von der Wahl des venvendeten Losungsmittels 
finden will. Die spezifische Drehung des krystallisierten Dinaphtyl-dioxy-dicarbonsaure- 
diiithylesters in Athylacetat bei 16O betragt [a]= = 172O. Die optische Absorption und 
insbesondere die Rotationsdispersion, welche bei dieser Verbindung besonderes Interesse 
bietet, sind in Essigester ah Losungsmittel im Sichtbaren und im Ultravioletten gemessen 
worden. Die Ergebnisse finden sich in einer kiirzlich erschienenen Arbeit'), auf welche 
auch wegen der theoretischen Bedeutung der Messungen verwiesen wird. 

Z u s a m  men  f a s s ung. 
Es wird gezeigt, dass es rnit Hilfe des negativ drehenden Anti- 

poden von l,l'-Dinaphty1-2,2'-dioxy-3,3'-dicarbons~ure moglich ist, 
den nicht natiirlichen Antipoden von Leucin [das d (  -)-Leucin] neben 
grossen Mengen des natiirlichen Antipoden [ Z (  +)-Leucin] in Sub- 
stanz nschzuweisen. Die Methode beruht darauf, dass die negativ 
drehende Saure mit d (  -)-Leucin-methylester ein gut krystallisieren- 
des, schwer losliches Salz bildet, wahrend das Salz mit E (  +)-Leucin- 
methylester leicht loslich ist und nicht krystallisiert. Die Empfind- 
lichkeit des direkten Nachweises liegt, bezogen auf das insgesamt 
anwesende Leucin, zwischen 0,5 und 0,8 yo. 

l) W .  Kuhn und R. Rornetsclt, Helv. 27,1080 (1944), insbesondere Fig. 7, Seite 1097. 
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Unter Benutzung dieser Jlethode wird das in einigen natiir- 
lichen Eiweisstoffen vorkommende Leucin auf seinen Gehalt am 
,,unerwiinschten“ Antipoden ( d (  -1-Leucin) gepriift. 

Rosshaarproben von zwei alten Pferden ergaben einen Gehalt 
an d(-)-Leucin von 3,3 und l ,S%,  die Probe von einem jungen 
(7-jiihrigen) Pferde 0 %  d(-)-Leucin. Es ist also moglich, dass mit 
fortschreitendem Alter eine Sbnahme des optischen Reinheitsgrades 
ein trit t . 

I n  einer Probe von Casein (aus Milch) wurde kein d(-)-Leucin 
gefunden. 

Durch Hontrollversuche wurde festgestellt, dass weder bei der 
Hydrolyse der Eiweisstoffe noeh bei der nschfolgenden Veresterung 
und Reingewinnung des Esters durch Destillation eine innerhalb der 
Xachweisgrenzen liegende Racemisieruag stattfindet. 

Der Ciba-Stiftibng und der Jacques Brodbeck-Snndrezkter-st~ftzii~g sprechen wir fur 
die Mittel, die uns zur Durchfiihrung dieser Arbeit gewahrt wurden, unsern Dank &us. 

Physikalisch-chemisches Institut der Universitat Basel. 

196. Sur la mobilite des molecules etrangeres dissoutes 
dam le caoutchouc 

par Jean Haegel. 
(11 s 44) 

Les thbories rtctuelles de l’&asticitk du caoutchouc voient l’ori- 
gine de ce phenornbne dam l’agitation thermique des moldcules qui 
le c o m p o ~ e n t l ) ~ ) ~ ) .  Un point capital en est la libertd de cette agita- 
tion tsnt  qu’elle n’intdresse que des parties de ces trks longues molP- 
cules, et  en meme temps l’impossibilitd des grands d6placements 
browniens qui en modifieraient profonddment la constellation. Ces 
propri6th doivent se trouver v6rifiPes mGme clans le caoutchouc ne 
contenant aucun solyant qui le gonflerait. 

Un moyen commode d’6tudier cette agitation thermique est 
fournie par l’6tude de la mobilitd des molPcules dtrangkres ou des 
parties de ces moldcules B l’dtat dissous dans le caoutchouc. I1 est 
pratique d’utiliser, B cet effet, des corps color&. 

Les recherches qui ont ddja dt6 fsites dans le m&me laboratoire 
n’ayant pas $puisP; la question e t  ayant fourni des rPsultats assez 
inattendus, il nous a paru justifik d’en continuer l’ktude. 

I) E. W o h l ~ ~ e h ,  Verh. physik.-med. Ges. Wurzburg [N. F.] 51, 53 (1926). 
2 ,  I<. H. Meyer, 11. Susieh e t  Valko, Koll. Z. 59, 208 (1932). J, W. K u h ,  Koll. Z. 68, 2 (1934); Z. angew. Ch. 51, 640 (1935). 


