Ober neue Verbindungen der Glutaminsdure.
Von

Peter Bergeil.

(Der Redaktion zugetan'eu am 12. Sept, lins.)

Von AcylVerbindungen der Glutaminsdure sind die Benzoyl-
derivate am langsten bekannt. Sie wurden von E. Fischerl)
zur Spaltung der racemischen Glutaminsaure in ihre optischen
Komponenten benutzt. Die optisch aktiven Renzoylglutamin-
sduren sind in Wasser relativ leicht Igslich (in 21 Teilen hei
20°, in 2 Teilen bei 100°). Siegfried}) erhielt die ziemlich
schwerlosliche 4-Nitrotoluol-2-sulfoverbindung und Neubergj)
und Manasse stellten die Verbindung von d-Glutaminsaure
mit a-Naphthylisocyanat her und geben an, dal diese Reaktion
eine quantitative Ausbeute gibt. Dagegen wurde bisher ange-
nommen, dal 3-Naphthalinsulfochlorid weder mit Glutaminséure
noch mit Asparaginsaure ein isolierbares Derivat ergibt, wahrend
das R-Naphthalinsulfoasparagin von E. K6nigs und von P. Jier-
gell dargestellt wurde.

Es wurde nun gefunden, daR sich die R-Naphthalinsulfo-
glutaminsaure unter bestimmten Bedingungen leicht gewinnen
lalkt, da sie zwar in Wasser 16slich, in konzentrierten Salz-
I6sungen jedoch schwer l6slich ist. Bei Verwendung von
Toluolsulfochlorid, das neuerdings E. Fischer und Lipschutzd)
zur Herstellung von Aminosaurederivaten eifolgreich anwandten,

) E. Fischer, Chem. 13er., Bd. 32, S. 2451 (1899).
s) M. Siegfried, Diese Zeitschr., Bd. 43, S. (8 (1904).
*) Neuberg u. Manasse, Chem Ber., Bd. 38, S 2364 (1905).

= Emil Fischer u. Werner Lipschutz, Chem. Ber., Bd. 48,
0.360 (1915).
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wurden &hnliche Verhaltnisse festgestellt und die analoge Ver-
bindung erhalten. Da die beiden neuen Verbindungen unter
Umstanden fir Nachweis und Isolierung oder weitere Verkettuin'
der Glutaminsaure wichtig sein konnen, sollen sie hier kurz
beschrieben werden.

Von Wichtigkeit ist, dal bei diesen Synthesen die vor-
handene Alkalimenge gering bleibt und Uber ein Molekul nicht
hinausgeht, sodal3 die walirige Losung der sauren Natronsalze
mit den beireffenden Chloriden zur Reaktion gelangt. Spatere,
noch nicht abgeschlossene Versuche ergaben, dal die Ausbeute
bei der DaiStellung der,j-Naphthalinsulfoglutaminsaure wesent-
lich erhoht wird, wenn die vorhandene Alkalimenge bei Beginn
und in den ersten Phasen unter einem Molekil, auf ca. V2 Mol.
gehalten wird. Bei analoger Versuchsajiordnung wurde auch
ein. entsprechendes Derivat der Asparaginsaure leicht erhalten,
dessen Analyse jedoch noch nicht vorliegt.

Experimenteller Teil.

10 g freie natirliche Glutaminséure, die aus ronem Mono-
natriumsalz durch Ausféllen mit 1 Mol. HCI gewonnen war,
wurde mit 12 g R-Naphthalinsulfochlorid in Ather und 3 X ein
Mol. NaOH, das fraktioniert nach jemaligem 3-stiindigen Schit-
teln zugeflgt wurde, in gewohnter Weise reagiertl). Die ab-
getrennte waldrige Schicht wird filtriert und mit HCI ange-
sauert. Es fallt ein weiBes Ol, das sich beim langeren Stehen
zum Teil wieder l16st. Utn die Verbindung zur Kristallisation
zu bringen, genigte der Zusatz von Kochsalz bis zu */4 Satti-
gung. Nach langerem Stehen in der Kalte tritt Kristallisation
em. Es wird scharf abgesaugt und sofort zweimal hinterein-
ander unter Verwendung von Tierkohle aus wenig heilem
Wasser umkristallisiert. Auf diese Weise gelingt es stets,
eine harte sandige Kristallmasse zu erhalten. Unter dem
Miktoskop erscheint sie als aus Nadeln und sehr spitzen Blattern
zusammengesetzt. Im Kapillarrohrchen erhitzt schmilzt sie bei

Ith) (unkoir.). Sie ist kristallwasserfrei. Zur Analyse wurde
sie bei 100° getrocknet.

I Emil Fischer u. Peter Bergeil, Chem.Ber.,Bd.35,5.3779 (1902).
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C10H,SO,-HN COOH

CH CI5H150eNS Mol. 337

CH,
|
CH,

COOH
0,1627 g Substanz gaben 0.3174 g CO, u. 0.0671 g H,0

» nach Carius 0,1371 g BaSO,

n ] ; » ccm N (21°,_759 mm)
Ber.: C —5342% H=4450/ 417% S’'= 9527

Gef. C 53,2070 H = 4,58% N 4.32% S
Die Substanz war vollig ascbefrei.
Die neue Verbindung ist in Tetrachlorkohlenstoff, Chloro-

form und Benzol auch in der Warme schwer l6slich. In kaltem
Aceton ist sie leicht l6slich. Sie bietet sowohl in bezug auf
Ausbeute wie auf Kristallisation haufig Schwierigkeiten. Speziell
ist sie aus Alkohol wie aus verdiinntem Alkohol &dul3erst schwer
zur Kristallisation zu bringen. Selbst beim langsamen Ver-
dunsten alkoholischer Lésungen kiistallisiert sie in undeutlichen
Schuppen. Auch aus verdinnten waRrigen Losungen fallt sie
zuerst auch in reiner Form 6lig aus. Meist fallt die Haupt-
menge als 01 zu Boden und scheiden sich dann aus der uber-
stellenden Losung mehrere Millimeter lange schone Kiristalle
aus. Doch ist sie, wie erwahnt, in reiner Form aus heif3em
Wasser stets schnell zur Kiristallisation zu bringen. Gegen
Verunreinigungen ist sie duf3eist empfindlich. Zur Darstellung
verwendet man daher zweckmaRig keinen UberschuR von Naph-
thalinsul fochlorid. Wird namlich beim Aussalzen 3-Naphthalin-
sulfosdure oder naphthalinsulfosaures Natron mit niederge-
schlagen, so werden die LOslichkeiten oft derart beeinflufit,
dald die Iteindarstellung Schwierigkeiten bietet. (So ist mir
die Isolierung noch einmal vollig mif3lungen, nachdem mir die
Veibindnng bereits aus zweimaliger Darstellung bekannt war.
Ich wollte nach dem Aussalzen aus alkoholischer Lésung um-
kristallisieren und hatte schlie3lich eine stickstofffreie Substanz
[naphthalinsulfosaures Natron] in der Hand.) Bei genauer
Befolgung obiger Vorschrift gelingt die Isolieiung stets bei
Verwendung leidlich reiner Glutaminsgure.
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Toluolsulfoglutaminsiure.
eocm
C7H,—S03—NH—CH—CH, * CH,. COOH

10 g unreines glutaininsaures Natron werden in ca. 50 ccm
Wasser geldst und mit wenig mehr als 1 Mol. Salzsaure ver-
setzt. Die ausgeschiedene Glutaminsaure wird abgesaugt und
mit wenig Wasser gewaschen. Darauf wird mit 50 ccm Wasser
libergossen und RO ccm n-NaOH hinzugefiigt, wobei alles in
Losung geht. Alsdann werden 10 g Toluolsulfochlorid in Ather
hinzugefiigt und in einer Schutteltiasche auf der Maschine
17* Stunden geschdittelt. Darauf wird nochmals die gleiche
Menge Natronlauge und nach weiteren [ Stunden Schitteldauer
zum dritten Male NaOH hinzugefigt und geschittelt Zum
Schlu® wird die waldrige Schicht abgetrennt, durch ein Falten-
lilter filtriert und mit 25°/0iger Salzsaure im UberschuRR ver-
setzt. Betragt die Flussigkeitsmenge nach dieser Versuchs-
anordnung mehr als 150 ccm, so bleibt die Lésung beim An-
sauern klar. Wurde in konzentrierter LOsung gearbeitet,
entsteht eine o6lige Fallung. Wird jedoch Kochsalz in einer
Menge hinzugefligt, die noch keine Halbséattigung verursacht,
so fallt reichlich weiles Ol aus, das zunachst nicht zur Kri-
stallisation zu bringen ist. Erst nach zweitdgigem Stehen trat
Kristallisation ein. Ist man bereits im Besitz von Impfkri-
stallen, so ist Kristallisation sofort zu erzielen. Nachdem der
gesamte Niederschlag fest geworden, wird scharf abgesaugt,
aber nicht nachgewaschen. Die feuchte Masse, deren Trocken-
gewicht ca. 5 g betrug, wird nun sofort mit 25 ccm heil3en
Wassers unter Verwendung von etwas Tierkohle umkristalli-
siert. Die Losung bleibt heim Erkalten klar. Beim Reihen
Aind starkeren Abkihlen ist aber jetzt sofort Kristallisation zu
erzielen. Eine kleine Menge wird auf diese Weise zur Kri-
stallisation gebracht und die Hauptmenge mit einigen Kristallen
geimpft, worauf im Laufe einiger Stunden in langsam fort-
schreitender Kristallisation die ganze Masse erstarrt. Nach
24 Stunden wird abgesaugt und die Substanz getrocknet. Ihre
Menge betrug 4,2 g. Im Kapillarrohrchen erhitzt schmolz die

Substanz bei 115—117° (unkorr.) Den gleichen Schmelzpunkt
Hoppc-Seyltr’s Zeilsclnifi f. physiol. Chemie. «'IV. >
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zeigte eine aus unreinerem Ausgangsmaterial hergestelltc
hubstanz. In reinem Wasser ist die Verbindung auch in der
Kalte loslich, in Salzwasser ist sie schwer l6slich. Alkohol
I6st sie Aulerst leicht, und scheidet sie sich aus alkoholischen
und verdinnten alkoholischen Ldsungen sehr schwer kristallin
ab. Selbst durch Abkihlen erzielte Kristallisation wird bei
langerem Stehen wieder 6lig. In Ather, Chloroform und
Tetrachlorkohlenstoff ist die Verbindung schwer I6slich, in
Aceton leichtldslich, in Benzol unldslich.

Unter dem Mikroskop erscheinen die oben beschriebenen
aus Wrasser sich abscheidenden Kristallisationen als kurze
weiche Nadeln, die sich wollig zusammenlagern und verfilzen.
Zur Analyse wurden 2 g Substanz nochmals aus 8 ccm heif3en
Wassers umkristallisiert. Sie 16st sich leicht beim Kochen,
scheidet sich aber nach einstiindigem Stehen nicht ab; auch
beim Reiben mit dem Glasstab tritt keine Kristallisation ein.
Nach dem Impfen scheiden sich Kristalle ab, deren Menge
sich sehr langsam verstarkt. Nach 12 Stunden war die Masse
zu einem festen Brei erstarrt. Sie wird abgesogen und ge-
trocknet, wobei 1,2 g hinterbleiben, wéhrend 0,8 g von den
0 ccm Wasser in Losung gehalten wurden. Die so urakri-
stallisierte Substanz zeigte den gleichen Schmelzpunkt wti*
zuvor, namlich 115—117 . Sie diente zur Analvse.

0.1009 g Substanz gaben 0.1510 g UaS04
0.1447 . . 57 ccm N (14°; 770 nun)
0.1819 .. " . 0.0200 g COs und 0.0*00 g H*O.
C,sH13SO.N: Mol. 001.
Her.. £ 47,84% H 49S5% N 4.65% S 10.0%0
<bf. C 47.98% I 5.07% N 4,74%, S 10,55%,

Verhalten von js-Naphthaiinsulfoglutaminsaure neben
,3-Naphthalinsulfoglycin im Harn.

100 ccm Harn von 1,020 spez. Gewicht werden mit 1 g
Glykokoll und 1 g Glutaminsaure in Form ihres sauren Natron-'
salzes versetzt. Die Losung wird mit 6 g Naphthalinsulfochlorid
in Ather unter dreimaligem Zusatz von 15 ccm n-NaOH auf

der Schiittelmaschine in gewohnter W'eise zur Reaktion gt*-



Hier neue Verbindungen der Glutaminsaure. 187

Inacht. Nach dem Absetzen wird die untere Schicht abgetrennt
und filtriert. Es wird mit Salzsdure stark angesauert, worauf
.in Niederschlag fallt, der schnell kristallin wird. Er wird
abgesaugt und mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen. Er
-teilt rohes Naphthalinsulfoglycin dar. Filtrat und Waschwasser
werden getrennt aufgefangen. Zum Filtrat wird noch weiter
starke HCI zugegeben, die nur eine neue Tribung hervorruft,
worauf Kochsalz hinzugefugt wird und einige Kristalle ,3-Naph-
ihalinsulfoglutaminsdure eingetragen werden. Nach 24 Stunden
imt sich ein geringer fester Niederschlag abgeschieden.

Das rohe *-Naphthalinsulfoglycin wird einmal aus 907,,igein
Alkohol umkristallisiert. Es schmilzt bei 138—140° und handelt
0s sich demnach um Mischkristalle. Nach Umkristallisieren
ail* viel heiBem Wasser steigt der Schmelzpunkt auf 156°. Die
ausgesalzene Fraktion, welche die Ulutaminsdureverbindung
enthalten soll, wird abgesogen und in 8 ccm heien Wassers
gelost. Heim Erkalten fallt sofort ein t>1. Es wird Tierkohle
hinzugefiigt, geschittelt und filtriert. Das klare Filtrat wird
geimpft, worauf sofort Kristallisation eintritt, deren Menge
allerdings gering ist. Die Kiristalle werden nach L|.r Stunden
abgesogen. Sic schmelzen bei 104" und zeigen die Eigen-
schaften der [i-Naphthalinsulfoglutaminsaure. Die Ausbeute ist
allerdings sehr gering. Leichter gelingt die Trennung auf
folgende Weise: Es wird sofort bei der ersten Fallung mit
Salzsaure Kochsalz hinzugefiigt. Der zuerst halbfeste Nieder-
schlag wird im Laufe von 24 Stunden fest, schlieldt aber noch
| arbstoff und Verunreinigungen ein. Darauf wird abgesaugt
und sofort in heiBem Wasser geldst und mit Tierkohle behandelt,
Jlas Filtrat wird wiederum ausgesalzen. Der so gereinigte
Niederschlag wird nach dem Absaugen mit kaltem Wasser
verrieben. Der hierbei ungeloste Teil wird aus verdinntem
Alkohol umkristallisiert und zeigt nunmehr Schmelzpunkt
und Eigenschaften des R-Naphthalinsulfoglycins. Der gel6ste
Teil wird wieder ausgesalzen und aus wenigen ccm Wasser
umkristallisiert unter Benutzung einiger Impfkristalle R-
Naphthalinsulfoglutaminséure. Die erhaltenen Kristalle sind
*hinn rein.
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Es gelingt auf diese Weise allerdings, | °/0 der Glutamin-
saure im Harn nachzuweisen neben einer gleichen Menge
Glykokoll. Die Ausbeuten sind aber &uf3erst gering und steht
hier die Methodik weit hinter den Ergebnissen bei anderen
Aminosauren zuriick. Die Anwesenheit von 3-Naphthalinsulto-
d-glutaminsdure Ubt sogar einen recht unangenehmen Einflul?
auf die Darstellung der analogen Verbindung einer anderen
Monoaminoséure, selbst des Glykokolls, aus. Sie ist sicher mit
ein Grund, warum Gemische von R-Naphthalinsulfoverbindungeu
der Aminosauren, wie sie z. B. bei der Bearbeitung der hydro-
Iytischen Endprodukte der Proteine erhalten werden, nicht
kristallisieren. Trotz ihrer Lo&slichkeit in kaltem Wasser be-
gleitet sie die schwerl6slichen Kristallfraktionen.

Fugt man 1% d-Glutaminsaure allein einem normalen
Harn zu, so 1aRt sich das Derivat in ahnlicher Weise wie
oben beschrieben erhalten, doch ist die Ausbeute gleichfalls
mangelhaft.

Bei fraktionierter Zufiigung des Alkalis in kleineren Por-
tionen wirde die Reaktion wahrscheinlich glnstiger verlaufen,
wortber noch Versuche ausstehen.
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