Dioxyphenylalanin, eine neue Aminosdure aus Vicia faba.
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(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1913.)

In einem Sammelreferat Uber proteinogene Aminel) hatte
ich darauf hingewiesen, dal} auch das Adrenalin zu dieser
Kdrperklasse gerechnet werden kann, wenn man ihm die hypo-
thetische 3,4-Dioxyphenykx-methylamino-R-oxypropionsaure

OH
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CHOH + CH(NH + CH3)CO0H

als Muttersubstanz zugrunde legt. Es erschien mir daher von

groRem Interesse, als vor einiger Zeit Torquato Torquati?)

uber das Vorkommen einer stickstoffhaltigen, Brenzkatechin-

reaktion gebenden Substanz in den Fruchtschalen und Keim-

lingen von Vicia faba berichtete. Das Verhalten und die Reak-
. 1 IV .

¥) M. Guggenheim, Therap. Monatsh., Bd. 27 (1913)1 — Die
hypothetische Aminosdure wurde dort als 1,2-Dioxyphenyl-4~a-methyl-
propionsaure bezeichnet, In Ubereinstimmung mit friiheren Autoren er-
folgt in dieser Arbeit die Numerierung der Substituenten von der ali-
phatischen Seitenkette ausgehend.

*) Torquato Torquati, Uber die Gegenwart einer stickstoff-
haltigen Substanz in den Keimlingen von Vicia faba. Arch, di farmacol.
sperim., Bd. 15, S. 213—23.

Torquato Torquati, Uber die Gegenwart einer stickstoffhaltigen

Substanz in den griinen Hulsen von Vicia faba. Arch, di farmacol. speri-
inentale, Bd. 15 (1913), S. 308-12.
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tionen der von Torquati beschriebenen Substanz lielen es
wahrscheinlich erscheinen, dall hier eine nahe Verwandte der
von mirangenommenen Adrenalinmuttersubstanz yorliegen musse.

Indem ich mich im wesentlichen an die von Torquati
gemachten Angaben hielt, gelang es mir, eine groRere Quan-
titat der erwdhnten Substanz in schon krystallisiertem Zustande
zu erhalten. Eine eingehende chemische Untersuchung deutete
nun darauf hin, daR das isolierte stickstoffhaltige Brenzkatechin-
derivat sehr wahrscheinlich als 3,4-Dioxyphenyl-a-aminopro-
pionsdure

OH
N\/°"
\/

CH2-CH(NH,) COOH.
anzusprechen ist.

Fur diese Konstitution spricht einerseits die Elementar-
analyse, deren Zahlen von denen Torquatis etwas abweichen
und die sehr gut auf die Formel CIHNO4N stimmen. Die Existenz
zweier o-standiger Oxygruppen erhellt aus der FeCls-Reaktion,
sowie aus dem Verhalten gegen Schwermetallsalze. Die p-Stellung
der Seitenkette lieR sich durch Uberfiihrung in Protokatechu-
saure beweisen. Das Vorhandensein einer Aminogruppe ergibt
sich aus der Identitat der nach van Slyke und nach Kjeldahl
erhaltenen Stickstoffzahlen, sowie aus der optischen Aktivitat
der Verbindung. Es gelang ferner, ein gut krystallisierendes
Tribromderivat sowie ein Tribenzoylderivat herzustellen,

Dioxyphenylalanin ist bis jetzt in der Natur nicht nach-
gewiesen worden. Synthetisch wurde die Substanz von Casimir
Funk!) hergesteilt. Die von ihm gemachten Angaben stimmen
ziemlich gut mit den von uns erhaltenen Befunden. Der Um-
stand, dafl der Schmelzpunkt seiner Substanz etwas tiefer
(263—270° statt 280°) liegt, laRt sich leicht durch die Tat-
sache erklaren, dald er die dl-Form in Handen hatte, wahrend
in dem natdrlich vorkommenden Produkt die 1-Form vorliegt.

) Casimir Funk, Synthese des d,l-3,4-Dioxyphenylalanins.
Journ. Ohem. Soc., London, Bd. 99, S. 554—57.

19~
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Es wird nun die Aufgabe sein, durch Herstellung des synthe-
tischen Produktes, Spaltung in die beiden optisch aktiven Kom-
ponenten und Vergleich mit der natlrlichen Substanz einen
endgultigen Beweis fir die von uns angenommene Konstitution
zu erbringen.

Die Auffindung einer neuen Aminosaure gewahrt nach
verschiedener Seite hin interessante Ausblicke. Es ist einer-
seits damit der Beweis geliefert, da in der Natur tatséchlich
Aminosduren Vorkommen, welche der von uns angenommenen
hypothetischen Adrenalinmuttersubstanz sehr nahe stehen.

Anderseits muB uns die Entdeckung dieser Substanz von
neuem darauf aufmerksam machen, dall mit den bis jetzt iso-
lierten Aminosauren wohl noch lange nicht alle Bausteine des
Eiweilles bekannt sind, ja vielleicht fehlt gerade ein Teil der
biologisch wichtigeren noch. Jeder, der einmal eine Saure-
hydrolyse eines Proteins durchgefihrt hat, weil}, daR es selten
gelingt, Uber 50 oder 60°/0 der theoretisch zu erwartenden
Menge an Aminosauren zu isolieren. Ein grof3er Teil bleibt
oft als sogenannte melaninartige Substanz in einem undefinier-
baren Ruckstand, ein anderer Anteil geht bei den verwendeten
Isolierungsmethoden sonstwie verloren. Ob dies nicht gerade
die empfindlichen, den verwendeten Agenzien nicht wider-
stehenden Aminosauren sind? Gerade z. B. das Dioxyphenyl-
alanin wuirde eine S&urehydrolyse nicht ertragen. Es widrde
bei der Einwirkung der Luft und der Sdure in ein schwarzes,
schw'erlosliches Pigment Ubergehen.

Im Tierkorper wird Dioxyphenylalanin nur unvollstandig
verbrannt. In einem Kaninchenversuch, sowie in einem Selbst-
versuch zeigte sich, dal3 ein Teil der Aminosaure zu Proto-
katechusdure oxydiert wird, ein anderer Teil scheint unver-
andert ausgeschieden zu werden.

Es muf3 also noch dahingestellt bleiben, ob diese Aminoséaure
auch im tierischen Korper vorkommt. Es ist ebenfalls noch
unentschieden, ob sie zum Aufbau von Eiweil} verwendet wird
oder ob sie nur in freiem, nicht peptidartig gebundenem Zustande
vorkommt. Alles das sind Fragen, welche durch weitere Unter-
suchungen entschieden werden mussen.
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Immerhin durften diese Befunde vielleicht ermuntern,
mit der Suche nach neuen, leicht veranderlichen Aminosduren
in den verschiedenen Organeiweil3arten nicht nachzulassen,
namentlich aber die bei der Saurehydrolyse entstehenden
melanin- und harzartigen Nebenprodukte nicht mehr als «quan-
tité négligeable» zu betrachten. V

Experimenteller Teil.

Die Isolierung der Dioxyphenylaminopropionsaure erfolgte
im Prinzipe nach den Angaben Torquatis (1. c.). Sie beruht
also auf der Schwerléslichkeit ihrer Bleiverbindung in ammo-
niakalischer Losung. 10 kg von den von den Samen befreiten
Fruchtschalen werden mit einer verdiinnten Ldsung von schwef-
liger Saure behandelt, dann in einer Fleischhackmaschine fein
zerkleinert. Die Vorbehandlung mit schwefliger Sdure verhindert
die Oxydation, welche sonst sehr rasch erfolgt, namentlich bei
der Beruhrung mit den Eisenbestandteilen der Hackmaschine.
Die zerkleinerte Masse wird mit Essigsdure deutlich angesauert
und mit ca. 30 1| Wasser extrahiert. Das trube, schwach grin-
liche Filtrat wird mit 2V* 1 20°/oiger Bleiacetatlosung versetzt.
Der reichliche, gut absitzende Niederschlag wird abliltriert und
ausgewaschen. Er enthalt kein oder nur sehr wenig Dioxy-
phenylalanin. Das Filtrat wird mit Ammoniak deutlich lack-
musalkalisch gemacht, wobei sich ein reichlicher, gelblich-weil3er
Niederschlag absetzt. Dieser wird abgesaugt und mehrmals
mit Wasser ausgewaschen. Schlie3lich wird in ca. 5 1 Wasser
aufgeschlemmt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das vom
Bleisulfid abfiltrierte schwach gelbliche Filtrat wird im Wasser-
stoff- oder Kohlensaurestrom bei ca. 15 mm Druck stark kon-
zentriert. Das Dioxyphenylalanin scheidet sich dabei als gelb-
lich-weilRes, krystallinisches Pulver ab. Die Ausbeute ist recht
betrachtlich. Aus 10 kg frischen Schalen erhalt man ca: 25 g
Rohprodukt. Aus der Mutterlauge lassen sich noch geringe
Mengen durch erneute Fallung mit Bleiacetat isolieren.

Zur Reinigung wurde die rohe Aminosaure aus heilRem
Wasser, welches mit einer geringen Menge schwefliger Saure



A™) M. Guggenheinj,

versetzt war, bei Zusatz von etwas Tierkohle umkrystallisiert.
Sie wurde schlieBlich je nach den Krystallisationsbedingungen
in schon ausgebildeten, derben Prismen oder in feinen Nidelchen
erhalten. Im Kapillarrohrchen erhitzt, zersetzt sich die Sub-
stanz bei 280° (unkorr.).

Analysen.

I. 0,1385 gSubstanz gaben 0,0679 g H,0 und 0,2745 g CO..

H. 0,1319 » » » 00661 > » * 0*2612 > >

. 0,115 » » * nach van Slyke bei 740 mm Druck und

24° C. 14,6 cfem Nt
IV. 0,2016 » * brauchten nach Kjeldahl 10,2 ccm ‘/io-n-H.,S04.
Berechnet Gefunden

flr c:9HItO4N (197,12): l. 1. 1. IV.
C = 54,79°/0 C =* 54,06°%% 54,01°/0 — —
H = 562° H = 5,63°« 5,62 °lo — —
‘N — 7,12° N— — — 6,90°/0  7,09»

Zur optischen Bestimmung wurden 1,092 g in 10,0450 g
normaler Salzsdure gelost. Gesamtgewicht der Lésung 11,137 g.
ct*” im 1 dm-Rohr = — 1,40°.

K> ~-14,28° (x0,2°).

Die Loslichkeits- sowie Féaliungsreaktionen der Substanz
sind zum Teil schon von Torquati beschrieben. Sie ist wenig
I6slich in kaltem Wasser, ein Teil in 200 Teilen bei 20°. In
kochendem Wasser 16st sich ein Teil in 40 Teilen. Einmal
gelost, scheidet sich die Substanz beim Erkalten nur allméhlich
wieder aus. In Alkohol, sowie in sdmtlichen indifferenten Lo6-
sungsmitteln und in Eisessig ist sie unloslich.

In Soda l6st sie sich mit schwach gelber Farbe. Die

Losung wird durch Luftzutritt allmahlich rotbraun. Die LGsung
in Atzalkalien ist, sofern man im Wasserstoffstrom arbeitet,

gelb; sie wird bei Luftzutritt rot.

Verdinnte Mineralsauren l6sen die Substanz leicht unter
Bildung von Salzen. Das salzsaure Salz scheidet sich beim
Eindunsten der Losung im Exsikkator in durchsichtigen, derben
I’'rismén ab, welche Uber konzentrierter Schwefelsdure oder
Chlorcalcium verwittern.

Ein Pikrat konnte nicht erhalten werden.
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Die wasserige LoOsung der Aminosdaure gibt mit HgCl,
keine Fallung. Erst bei Zusatz von Soda scheidet sich ein
brauner, flockiger Niederschlag ab. Neutrales Bleiacetat gibt
auf Zusatz von Ammoniak eine weil3e flockige Fallung. Silber-
nitrat wird schon in der Kélte sofort reduziert. Eine etwas
konzentriertere Eisenchloridlésung, 1—5°/o, gibt eine schoéne,
smaragdgrine Farbung, welche langere Zeit bestehen bleibt.
Eine verdiinnte (I°looige) Eisenchloridlésung gibt nur eine vor-
tbergehende Grinfarbung; durch weiteren Zusatz von Eisen-
chlorid 1&f3t sich dann keine bleibende Griinfarbung mehrerzielen

Beim Kochen mit Kupfercarbonat geht dieses unter CO2-
Entwicklung in Ldsung; diese ist zuerst hellblau, nimmt aber
bald einen etwas dunkleren Ton an und oxydiert sich beim
Eindampfen, so daR kein krystallisiertes Kupfersalz erhalten
werden konnte. Auch metallisches Kupferpulver 16st sich bei
langerem Kochen.

Millonsches Reagens bewirkt eine orangerote, Diazo-
benzolsulfosaure eine tief rotbraune Farbung. Phosphorwol-
framsdaure gibt keine Féllung, die Losung farbt sich allméhlich
rotviolett.

Beim Kochen der Aminosaure mit der flinffachen Menge
geséttigtem salzsaurem Alkohol im CO02-Strom geht die Substanz
in LOsung. Beim Eindunsten im Exsikkator hinterbleibt das
salzsaure Salz des Dioxyphenylalaninesters als schwach

rosaviolett gefarbter, sehr hygroskopischer Sirup, wenig l6slich
in Ather, leicht 16slich in Alkohol.

Uberfuhrung in Protokatechusaure.

0,5 g der Substanz wurden in 5 g geschmolzenes Atz-
kali eingetragen. Die Schmelze farbt sich intensiv gelb und
entwickelt lebhaft Ammoniak.* Sie wurde bis zum Aufhdren
der Gasentwicklung erhitzt, in Wasser aufgenommen, ange-
sauert und ausgeathert. Der Ather hinterlieR einen krystalli-
nischen Rickstand, der aus Wasser umkrystallisiert bei 195°
schmolz.

Die Substanz gab mit Eisenchlorid eine Grinfarbung,
welche auf Zusatz von Soda rot wurde.
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Tribromdio-xyphenylalanin.
OH

1 g der Substanz wurde im Exsikkator unter einer Glas-
glocke neben einem Schéalchen mit Brom langere Zeit Brom-
dampfen ausgesetzt. Sie farbt sich dabei zuerst violett, wurde
dann wieder wei3, um schlieflich zu einem gelblichen Sirup
zu zerflieRen. Dieser wurde mit schwefliger Sdure aufgenommen,
mit Soda schwach alkalisch gemacht und schlielBlich mit Essig-
saure angesauert. Es schieden sich reichlich fein verflochtene,
farblose Nadelchen ab. Diese schmelzen bei ca. 200° (unkorr.)
unter Zersetzung. Sie enthalten Brom und Stickstoff, sind
wenig l6slich in kaltem, leicht I6slich in heiBem Wasser. Die
wasserige Losung wird durch FeCl3 nach rasch vorubergehen-
der Grunfarbung tiefblau gefarbt. Nach dem Trocknen bei
100° ergaben 0,2846 g nach Garius 0,3680 g AgBr.

Berechnet fur C9H804NBr3 (434,0):  Gefunden:

Br = 55,270 Br = 55,30°/0

Offenbar liegt also ein Tribromsubstitutionsprodukt vor.

Schiittelt man eine alkalische Loésung der Aminosdure
mit Jod, so scheidet sich sofort ein schwarzes, amorphes, in
Wasser wenig losliches Pigment ab.

Tribenzoyldioxyphenylalanin.

0+ 0OC ' C#H5
/><00C.G6Hb

\/
GH, + CH(NH + CO + C6H5) » CO,H

Um ein» Benzoylprodukt des Dioxyphenylalanins zu er-
halten, wurde nach den Angaben von E. Fischerl) in Bi-
carbonatlosung benzoyliert. 1 g Dioxyphenylalanin wurde in
200 ccm 10°/oigem Bicarbonat suspendiert und so lange mit

n E. Fischer, Ber. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. 32 (1899). S. 2451.
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6,3 g Benzoylchlorid geschuttelt, bis der Geruch verschwunden
war. Es schied sich dabei ein volumindser, amorpher, weil3er
Niederschlag ab. Dieser wurde nach dem Trocknen in wenig
Eisessig gel6st und durch Zusatz von Wasser ausgefallt. Feine,
weille Nadelchen, deren Schmelzpunkt unscharf bei 170° liegt.
Wenig l6slich in heiRem Wasser, leicht l6slich in Eisessig und
in Alkohol.

0,4250 g brauchten nach Kjeldahl 8,8 ccm 1/io-n-H2S04.

Berechnet fir C30H2307N (509,17): Gefunden:

N = 2,75°/0o N = 2,90°/0

Beim Kochen mit Alkali verseift sich das Produkt unter

Rotfarbung.

Verhalten im Tierkorper.

1 g der Substanz wurde einem Kaninchen von 2200 g
per os zugefuhrt. Das Tier zeigte keinerlei ungewohnliche
Symptome. Der Harn wurde mit 20°/oigem Bleiacetat versetzt
und filtriert. Das Filtrat wurde alkalisch gemacht und der
flockige Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus
der konzentrierten Losung konnte eine in Ather l6sliche Sub-
stanz extrahiert werden, welche mit Eisenchlorid eine grine
1&rbung gab. Hingegen hinterblieb in der wésserigen Mutter-
lauge eine mit Ather nicht extrahierbare Substanz, welche
ebenfalls eine positive Brenzkatechinreaktion zeigte.

Ein ahnliches Resultat ergab ein Selbstversuch, bei dem
212 g der Aminosaure eingenommen wurde. Hingegen zeigte
sich hierbei, dall die Substanz nicht vollig unschadlich ist.
Ca. 10 Minuten nach der Einnahme empfand ich groRe Ubel-
keit, ich muf3te mich zweimal erbrechen, sodald also die Sub-
stanz nicht vollig resorbiert wurde.

Die Aufarbeitung des Harns, welche in gleicher Weise
wie beim Kaninchen erfolgte, gab im wesentlichen dasselbe
Resultat. Hingegen zeigte sich, dal der nach 5 Stunden ge-
lassene Harn eine andere Eisenchloridreaktion ergab als der
nach 2 Stunden. Untersucht man diesen, so zeigt sich mit
Eisenchlorid die dbliche Grunfarbung. Der nach 5 Stunden
erhaltene Harn gibt in neutraler und schwachsaurer Losung nur
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eine allmahliche Dunkelfarbung, wahrend in ammoniakalischer
Losung eine schone blaue Farbung resultierte, die allmahlich
ins Violette verblafte.

Dioxyphenylalanin ist wie alle bisher bekannten Amino-
sauren pharmakologisch ziemlich indifferent. 2 cg, einem mittel-
grofien Kaninchen intraven@s injiziert, ergaben keine wesentliche
Veranderung der Blutdruck- und Atmungskurve. Ebenso be-
sitzt das Dioxyphenylalanin keine Wirkung auf (berlebende,
glattmuskulare Organe (Uterus, Darm).



