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335. Max B e r g m a n n ,  Leonidas Z e r v a s  und 
J e s s e P. G r e e n  s t e in  l) : Synthese von Peptiden des d-Lysins: 

d-Lysyl-d-glutaminshre und d-Lysyl-Z-histidin. 
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur Lederforschung. Dresden.; 

(Eingegangen am 14. Oktober 1932.). 
F'iir die ErschlieBung der natiirlichen EiweiQstoffe geniigt es nicht fest- 

zustellen, welche Amino-sauren am Aufbau des einzelnen Proteins beteiligt 
sind ; man will auch wissen, welche Amino-sauren in direkter Peptid-Bindung 
miteinander stehen und in welcher Reihenfolge sie verbunden sind. Wir 
erwarteten, nach dieser Richtung Aufschliisse zu erhalten durch die Synthese 
bisher unbekannter Peptide, die Priifung ihres Verhaltens gegen Fermente 
und den Vergleich des Ergebnisses mit dem ferment-chemischen Verhalten 
der natiirlichen Proteine. 

Die Durchpriifung derartiger systeniatischer Versuche hat allerdings ein 
leistungsfahiges Verfahren der Yeptid-Synthese zur Voraussetzung. Wir 
haben unser kiirzlich beschriebenes Car b o be n zoxy - V e r  f a h  r ens) schon 
mehrfach nach dieser Richtung ausgewertet. Wie schildern im folgenden 
seine Verwendung, urn Diamino-sauren  rnit ihrem Carboxyl in Peptid- 
Bindung iiberzufiihren, und beschreiben im besonderen die Gewinnung von 
d -I, y s y 1 - tZ - g 1 u t a mi n s a u r e und d -I, y s y 1 - I - hi s t i di n. Dipeptide vom 
Typus der 1,ysyl-glutaminsaure, d. h. aus einer Diamino-saure und einer 
Amino-dicarbonsaure, waren der Synthese bisher unzughglich. Von Dipep- 
tiden aus zwei Diamino-sauren waren nur vereinzelte bekannt, und zwar 
nur solche, die aus zwei gleichartigen Komponenten aufgebaut waren. Die 
Kenntnis der beiden neuen Peptid-Typen ist auch fur pliysiko-chemische 
Untersuchungen sehr erwiinscht 3). 

Das Methylester-Dihydrochlor id  des  d-Lys ins  wurde an beiden 
Aminogruppen carbobenzoxyliert und der Dicarbobenzoxy-es te r  I in 
das D i c a r b  o b e n zo x y - 1 y s i n - h y d r a  zi d I1 iibergefiihrt. Das Hydrazid 
ergab mit salpetriger Saure das Azid 111, das wir, ohne es in Substanz zu 
isolieren, mit d - G 1 u t a mi n s a u r  e -di a t  h y le  s t e r zum Car b o ben  zo x y -d i - 
pept ides te r  IV kuppelten. Nach der Verseifung zur f re ien  S a u r e  V ergab 
die k a t  a1 y t i s c h e A b h y d r i e r un g d e r C a r b  o b en z o x y gr 11 p p e n 4, die 
f re ie  d-Lysyl -d-g lu taminsaure  VI.  

Cber analoge Zwischenstufen wurde aus dem Azid I11 mit freiem 
1 -Hi  s t i  d i n - m e t h y 1 e s t e r  das d -I, y s y 1 - I  - h i s t i  di n VII bereitet und als 
Sulfat isoliert . 

d -Ly s yl  - d  - glu tami  n s aur  e reagiert gegen Lackmus nahezu neutral. 
In  alkohol. Losung verhalt sie sich gegen Thymol-phthalein als Dicarbon- 
saure. Bei der Untersuchung des fermentativen Verhaltens, die Hr. Dr. H a n s  
Schleich ausgefiihrt hat, konnte vorlaufig rnit keinem der bekannten tieri- 
schen proteolytischen Ferrnente eine deutliche Spaltung wahrgenommen 
werden. Dieses eigentiimliche Verhalten, das zu eiweil3- und ferment-chemi- 

I )  Fellow of the National Research Council in Biochemistry. 
?) M. Bergmann u. L. Zervas ,  B. 66, 1092 [rg32]. 

Versuche in physiko-chemischer Hinsicht beabsichtigt der eine yon uns (Green- 
s t e in )  demn Lchst auszufiihren . 

4) vergl. M. Bergmann u. L. Zervas ,  a . a . 0 .  
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1. 

schen Riickschlussen AnlaB geben muB, wird uns noch eingehender be- 
schiiftigen . 

CH, . CH, . CH, . CH, . CH . COO CH, 
I I I I 

NH . Cbzo") NH . Cbzo NH . Cbzo NH . Cbzo 

11. CH2. CH, . CH, . CH, . CH . CO . NH . NH, 

111. CH, .CH,. CH,. CH,.CH. CO .N, 
I I 
NH . Cbzo NH.Cbzo 

IV. CH, . CH,. CH,. CH, . CH . CO . NH . CH (COOC,H,) . CH, . CH,. COOC,H, 

NH . Cbzo 
I I 

NH . Cbzo 

V. CH, . CH,. CH, . CH, . CH . CO .NH . CH (COOH) . CH, . CH,. COOH 
I I 

NH . Cbzo NH . Cbzo 

VI. CH, . CH, . CH, . CH, . CH . CO . NH . CH (COOH) . CH, . CH, . COOH 
I I 

NH, NH, 

1'11. CH,. CH, .CH, .CH,. CH.CO .NH. CH.CH, .C-CH 
I I I I 1  

NH, NH2 COOH N NH 

") Cbzo = C,H,.CH,.O.CO. CH 
\ /  

Der N o t  g e me ins  c h a f t der D e u  t s c hen  Wi ssens  c h a f t sprechen 
wir fur die Gewahrung von Mitteln unseren ergebensten Dank aus. 

Berchreibuqj der Verruche. 
d -Lysyl-  d - g lu tami  ns Bur e (\'I). 

d-Lysin-methylester-Dichlorhydrat : Der bisher nicht be- 
schriebene E s t e r  d e s  op t i s ch -ak t iven  Lys ins  wurde in der ublichen 
Weise mit Methylalkohol und Chlorwasserstoff bereitet. Ausbeute 90?& d.  Th. 
Schmp. zrz0 (korr.). 

C,H,,N,O,Cl, (233.1). Ber. C 36.03, H 7 .76 ,  K 12.01, C1 30.46. 
Gef. ,, 36.08. ,, 7.89, ,, 11.9;. ,, 30.45. 

Das inaktive Lysin-methylester-Dichlorhydrat von Fi s c h e  r und S u z 11 k i 5 )  hat 
den Schmp. 218~. 

Dicarbobenzoxy-d-lysin-hydrazid (11) : 7 g d-Lys in-methyl -  
e s t e r -Dich lo rhydra t  wurden in 30 ccm Wasser gelost, mit 60 cctn Chloro- 
form versetzt und stark gekiihlt. Dann wurden je 1.2 g MgO und 5.1 g Carbo-  
benzoxychlor id  zugefiigt m d  stark geschuttelt bis zum Verschwinden des 
Saurechlorid-Geruchs. Dann wurde nochmals dasselbe Verhaltnis von Base 
und Saurechlorid zugegeben, wieder bis zum Verschwinden des Saurechlorid- 
Geruchs geschiittelt und dasselbe Verfahren zum drittenmal wiederholt. Die 

') B. 38, 4173 [Igojj. 
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ganze Operation beanspruchte ungefahr 35 Min. Zum SchluS wurde, urn 
den c%erschul3 von Saurechlorid schnell zu zersetzen, mit 3 ccm Pyridin 
kurze Zeit geschiittelt. Dann wurde rnit 5-n. HC1 schwach kongosauer ge- 
macht, die Chloroform-Schicht 2-ma1 mit Wasser, mit Natriumbicarbonat 
und wieder mit verd. Salzsaure gewaschen, getrocknet und unter vermindertem 
Druck viillig verdampft. 

Da der resultierende Sirup schwer krystallisierte, haben wir auf die 
Isolierung des Dicarbobenzoxy-lysin-methylesters verzichtet und ihn sogleich 
in das krystallisierende Hydraz id  iibergefiihrt. Zu diesem Zweck wurde 
der Sirup in 30 ccm absol. Alkohol aufgenommen, rnit 6.0 ccm Hydrazin- 
Hydrat versetzt und I Stde. gekocht. Beim Abkiihlen krystallisierte das 
Hydrazid in Form langer Nadeln nus. Ausbeute 10 g, entspr. 80% d. Th., 
auf das Bter-Hydrochlorid berechnet. 

Ziir -4nalyse murde nochmals aus IieiBem absol. Alkohol umkrystallisicrt und bei 
0 .2  mni und 78O getrocknet. Schmp. 1 5 9 ~ .  

C,&,N,O, (428.2). Ber. C 61.65, €I 6.58, N 13.08. 
Gef. ,, 61.;8. ,, 6.71, ,, 13.03. 

i c a r b o b  e n  z o x y - d - 1 y s y 1 - d - g 1 u t a mi n s a u r e - di at h y le s t e r (IV) : 
12.9 g Hydraz id  wurden niit 50 ccrn Eisessig, 250 ccm Wasser und 30 ccm 
5-n. HC1 versetzt. Beim Schiitteln ging fast alles in Losung. Die stark ge- 
kiihlte Losung wurde dann mit einer wsrigen Losung von 3 g Natriuninitrit 
in Portionen versetzt, wobei sich das Azid als eine dicke, fadenziehende Masse 
abschied. Sie wurde schnell in Ather aufgenommen, niit kaltem Wasser 
bis zuin Verschwinden der kongosauren Reaktion gewaschen. Dabei schieden 
sich in geringer Menge farblose Krystalle vom Schmp. 115-13oO ab, die 
abfiltriert und nicht weiter untersucht wurden. Die atherische Azid-Losung 
wurde fliichtig mit Natriumsulfat getrocknet und alsbald mit einer trocknen 
atherischen LaSung von Glutaminsaure-diathylester (10 g) versetzt. 
Kach vielstiindigem Stehen, erst bei Zimmer-Temperatur und dann in Eis, 
krystallisierte der Hauptteil des Kupplungsproduktes in langen Nadeln aus. 
ES wurde dann abgesaugt, rnit trocknem Ather gewaschen und die Mutter- 
lauge bei vernlindertem Druck abgedanipft. wobei eine zweite Krystallisation 
eintrat. Ausbeute 8.0 g, entspr. 45% d. Th. 

Zur Analyse wurde zweimal aus absol. .4lkohol umkrystallisiert und bei 0.2 mm 
Schmelzpunlit ziemlich unscharf ; das Produkt fangt bei 9 j o  an ZIT und zoo getrocknet. 

sintern und schmilzt bei ungefahr 105'. 

C,,H,,O,N, ( j99 .3 ) .  Ber. C 62.07, H 6.89, K 7.00. 
Gef. ,, 61.82, ,, 6.96, ,, 7.05. 

D i c a r b  o b en  z o Y y - d- 1 y s y 1 - d - g lu t  a mi ns  a ur e (V) : 7.3 g Diathylester 
wurden in 120 ccm Aceton gelost und mit 34 ccm Natronlauge 2 Stdn. auf 
der Maschine geschiittelt, filtriert, mit 5-n. Salzsaure schwach kongosauer 
gemacht und unter vermindertem I h c k  abgedampft, wobei ein gelbliches 
01 ausfiel. Der gesamte Riickstand wurde rnit Chloroform aufgenommen, 
init Natriumbicarbonat-Losung geschiittelt und die Bicarbonat-X&ung an- 
gesauert. Es fie1 ein weiks  01 aus, welches bei vielstiindigem Stehen in Eis 
krystallinisch wurde. Ausbcute (3.0 g, entspr. 90y4 d. Th. 

%nr ;\nalysc wurdc. aus Essigester umkrystallisiert urid bei 0.2 mm und zoo ge- 
trovknet. Scliiine, huge Sadelu. Dic Siibstnriz sinterte \-on 96O an und schmolz ungefahr 



- 

k i  I ~ P .  Vielleiclit ist der unscharfe Schmelzpunkt auf einc IYnsser-Abspaltung zwischen 
den beiden Carbosylen zuriickzufiihren. 

CI,H,,O,N, (543.2). Ber. C 59.64. H 6.11, S 7.73. 
Gef. .. 59.74. ., 6.24. 7.54. 

d -I, y s y 1 - d - glut  ami n saur e : 3.0 g des oben besprochenen Praparates 
wurden in einem Methylalkohol-Wasser-Gemisch gelost, rnit I ccm Eisessig 
versetzt und dann irn offenen GefaB rnit Palladiummohr als Ratalpator 
hydriert .  Nach 40 Min. war die Kohlensaure-Bildung beendet. Beim Ver- 
dampfen unter geringem Druck verblieb ein Sirup, der mehrmals mit Wasser 
aufgenommen und wieder verdampft wurde. SchlieBlich wurde mit sehr 
wenig Wasser aufgenommen und mit absol. Alkohol his ZUT Triibung versetzt. 
Nach kurzem Stehen in Eis erfolgte Krystallisation schoner, f arbloser Nadeln . 
Ausbeute fast quantitativ. 

Zur Analyse wurde nochmals umkrystallisicrt. 
0.5034 g luft-troche Substanz verloren bei 0.2 mm und 78O 0.0600 g an Gewicht. 

CI1HI,O,N, + a H , O .  Ber. H,O 11.0. Gef. H,O 11.9. 

J)ie getrocknete Substanz nahm an der Luft sehr schnell wieder Wasser auf. 
0.1121 g Sbst.: 0.1977 g CO?, 0.0785 g H,O. - 4.561 mg Sbst.: 0.599 ccm S (19'. 

i j  3 mm). 
CIIHz1O6N, (275.2). Ber. C 47.98, H 7.67, N 15.27. 

Gef. ,, 48.10, ,, 7.83, ,. 15.21. 
[~r]:: =? +0.73O x 3.0336/1 Y. 1.029 ~0.0939 = +m.g0 (in U-asser). Schmp. I 9 i 0  

(korr. J . 
Die Substanz ist in Wa~ser sehr leicht lklich, in organkchen Fliissig- 

keiten fast gar nicht. Ihre warige X,iisung reagiert neutral gegen Lack- 
mus. In verd. Schwefelsaure gibt sie eine Fallung rnit Phosphorwolframsaure. 

d -I, q' s J- 1 - 1 -his t i din (VII) . 
Dicarbobenzoxy-d-lysyl-2-histidin-methylester: 17.1 g Carbo- 

benzoxy-lysin-hydrazid wurden, wie zuvor beschrieben, in das Azid um- 
gewandelt und das Azid mit Chloroform extrahiert . Der Chloroform-Auszug 
wurde 2-ma1 mit Wasser gewaschen, filtriext und kurz mit Natriumsulfat 
getrocknet. Dann wurden 10.2 g Histidin-methylester in Chloroform- 
Losung zugegeben. ifber Nacht schied sich eine gelatink Masse ab, die 
abfiltriert, mit ChlOTOfOITXI gewaschen und aus vie1 Essigester umkrystalli- 
siert wurde. Ausbeute gegen 6 g vom Schmp. 138-1400. Das Praparat 
zeigte keine ausgepragte Krystallform. Es war auch noch nicht ganz rein, 
geniigte aber fiir die Weiterarbeit. 

C,eH,60,N, (5G5.2). Ber. S 12.3s. Gcf. N 12.68. 

D i car b o b e n z o x y - d - 1 y s y 1 - 1 -hi s t i din : 9.5 g des eben beschriebenen 
Praparates wurden mit einer Mischung von 20 ccm n-Natronlauge und 50 ccm 
Methylalkohol 2 Stdn. auf der Maschine geschuttelt. Am Ende war alles 
geltist. Nun wurde mit 20 ccm n-SalzsHure ZUT Trockne verdampft, der feste 
Ruckstand mit Wasser gewaschen, in gesattigter Natriumbicarbonat-X,iisung 
gelost, filtriert und mit Eisessig bis zur sauren Reaktion versetzt. Das ver- 
seifte Produkt schied sich ab01 ab, das sofort erstante. % wurde rnit der 
Mutterlauge auf dem Wasserbade erhitzt, bis fast alles gelost war; von kleinen 
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Mengen 0 1  wurde dekantiert. 
hubsche, weiBe Nadeln. Ausbeute 2.5 g. Schmp. 157-162~. 

Aus der gekiihlten Losung krystallisierten 

Z m  -1nalyse wirde bei 0.2 mm und 78" getrocknet 

C28138a07N6 (551.2) .  73er. C 60.95, H 6.02, S 12.69. 
Gef. ,, 61.00, ,, 6.12, ,, 12.j.j. 

d - L y s y l  - I - h i s t id in  - S u l f a t :  2.5 g Dicarbobenzoxy - lysy l  - 
his t id in  wurden in wenig heiBem Alkohol gelost, mit Wasser und 9.1 ccni 
n-Schwefelsaure versetzt und, wie bereits mehrfach beschrieben, katalytisch 
hydr i e r t .  Nach 11/~ Stdn. bildete sich ein krystalliner Niederschlag, und 
nach 2 Stdn. war die Hydrierung zu Fade. Wir fugten mehr Wasser zu bis 
zur Losung der organischen Stoffe, entfernten den Katalysator und verdampf- 
ten. Der teilweise krystallinische Riickstand gab, in wenig heillem Wasser 
gelost und mit absol. Alkohol versetzt, nach mehrstiindigem Stehen bei 00 

schone Nadeln. Schmp. 205". Ausbeute fast yuantitativ. 
I)ie luft-troche Substanz T-erlor hei 78O uncl 0.2 nim in 15 Stdn. 16..$7,, :in Gewicht, 

s ta t t  ber. 1j.97~ fur 4H,O. 
0.1035 g getr. Sbst.: 0.1436 g CO,, 0.0568 g H,O. -- 0.1040 g Sbst.: 0.1+.32 g CO,, 

0.0576 g H,O. - 4.035 mg Sbst.: 0.644 ccm N ( z I" ,  746 mm). _- 0 . 1 1 1 2  g Sbst.: o.oG9j g 
BaSO,. 

C,,H,,U,S',,H,SO, (.@1.2). Ber. C 37.77, H 6.09, N 18.3G, S 8.39. 
Gef. ,, 37.84. 37.55, ,, 6.14. 6.19, ,, 18.19, ,, 8.;;. 

[ E ] ;  = + 0 . 4 8 ~ ~ 3 . 8 0 9 6 / 1  X I . o I G x 0 . 0 j I  = +35.3" (in Wasser). 

Das Peptid ist in Wasser sehr leicht loslich, dagegen in organischen 
Losungsmitteln vollig unloslich. Mit Phosphorwolframsaure in waoriger 
Losung bildet sich ein groBer Niederschlag. Mit Diazobenzol-sulfonsaure 
entsteht in soda-alkalischer Losu~ig sofort eine blutrote Fiirbung. 

336. J o s e f L in  d n e r: Fehlerquellen in der organischen Elementar- 
analyse, IX. Mitteil. : Metallisches Xupfer als Ersatz fir Bleisuper- 

oxyd in der Mikro-elementaranalyse. 
[Am t i .  Pharmazeut.-chern. Laborat. d. Universitat Innsbruck.; 

(Eingegangen am 12 .  Oktoher 1932.) 

A. Die Nachte i le  des  Bleisuperoxyds.  
Im Rahmen der vorangegangenen Untersuchungen wurde der schadliche 

EinfluB des Bleisuperoxyds auf die Kohlenstoff-Bestimmung in Mitteil. I l) , 
jener auf die Wasserstoff-Bestirnmung in Mitteil. VI2) uber Fehlerquellen 
behandelt. Unter den Erscheinungen, die zu beriicksichtigen waren, steht die 
hygroskopische Wirkung des Superoxyds obenan und stellt sich nach den 
quantitativ durchgefiihrten Messungen als eine der bedenklichsten Fehler- 
quellen in der Elernentaranalyse dar. g in  erfolgreicher Ausweg, urn- zu einer 
einwandfreieren Verbrennungs-Vorrichtung zu gelangen, schien in der Be- 
schrankung der Superoxyd-Fiillung zu liegen, weil eine nach Fr. Preg13) 
gefiillte Rohre, die 2 bis hochstens 3 g Superoxyd-Korner enthalt, nach den 

l )  B. 69, 2561 j1926]. 
3, I)ie quantitative organische Mikro-analpse, 3.  ,4ufl., Berlin 1930, S. 34 

B. 63, 1396 [193oj. 




