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6. R i c h a r d  Kuhn und Hans W. Ruelius: tsber die Einwirkung 
von Diszomethan auf Peptide und Proteine 

__ __ _- 
~ 

[Aus dem Max-Planck-Institut fin Medizinische. Forsohung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie] 

(Eingegangen am 20. Oktober 1951) 

9 untersuchte Di- und Tripeptide reagierten in wiiI3riger Liisung 
mit gadormigem Diazornethan unter Bildung der entsprechenden 
Trimethylbetaine. Intermediiir traten dabei basisch reagierende 
Methylester auf. Im Falle des Glycyl-glycins.erfolgte teilweise Dioxo- 
piperazin-Bildung. Bei Einwirkung von gadormigem Diazomethan 
auf wBBrigc! Liisungen von Serumalbumin und Ovalbumin erhiilt man 
anfange steife Schiiume, spiiter methylimidhaltige, flockige Nieder- 
schliige, die in verdiinnten SBuren und in verdiinnten Alkalien un- 
liislich sind. Auf Ovoverdin- und Chloroplastin-Issungen wirkt Di- 
azomethan iihnlich wie Invertseifen (Farhumschlag nach Rot hzw. 
Freigetzung von Chlorophyll). 

Die Tatsache, daI3 Di-, Tri- und hohere Peptide in wiiI3riger LBsung als 
Zwitter-Ionen vorliegenl), lie13 auf Grund friiherer Erfahrungen2-3) erwarten, 
daI3 die Umsetzung mit Diazomethan als Endprodukt die entsprechenden Tri- 
methylbetaine liefern werde. E. Abderha lden  und H. Sickel4) hatten be- 
reits aus d,Z-Leucyl-glycin6) und Diazomethan das Trimethylbetain erhalten, 
doch scheinen weitere Beispiele nicht bekannt geworden zu sein. Nach eigenen 
Beobachtungen, die sich auf 6 Dipeptide und 3 Tripeptide beziehen, ist in 
allen Fiillen das Trimethylbetain, das sich in guter Ausbeute kristallisiert iso- 
lieren litBt, E n d p r o d u k t  der Reaktion (Tafel 1). Als Beispiel sei das aus 
d,Z-Alanyl-d,Z-valyl-glycin erhaltene Trimethyl-Derivat formuliert : 

Ahnlich wie bei den einfachen Aminosiiuren3) wird auch im Falle der unter- 
suchten Di- und Tripeptide die wiihige Losung nach einiger Zeit stark alka- 
lisch (Bildung von Methylestern) und erst nach langerem Einleiten von Di- 
azomethan wieder neutral. Mit der intermediiiren Bildung solcher Ester hiingt 
offenbar unser Befund zusammen, daB man BUS Glycyl-glycin und Diazo- 
methen als Nebenprodukt in einer Ausbeute von 14% auch Glyc inanhydr id  
erhalten kann (in 4 Versuchen 2mal). Wie niimlich schon E. F ischer  untl 
E. Fourneauo)  festgestellt haben, bildet sich aus Glycyl-glycin-iithylester 
bereits heim Aufbewahren mit Wasser Diketo-piperazin. 

l )  J. Wyrnan,  jr. u. T. L:McMeekin, Journ. Amer. chem. SOC. 66, 908 [1933]. 
y ,  R. K u h n  u. W. Brydbwna,  B. 70, 1333 [1937]. 
,) R. K u h n  u. H. W. Ruel ius ,  R. 88, 420 [1950]. 
4, Ztschr. physiol. Chem. 168, 36 [1926]. 
6,  Anm. d. Redaktion: Die in dieaer Arbeit benutzten Bezeichnungen d und 1 bedeuten 

im Sinne von W o h l  und F r e u d e n b e r g  (B. 66, 309 [1923]) die Konfiguration. 
B.34, 2673 (19011. 
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Bei der Einwirkung von atherischen Dimomethan-Lijsungen auf trockene 
F'roteine sind mehr oder minder stark methoxyl- und methylimidhaltige Pro- 
dukte erhalten worden'). Interessanter erscheint die Einwirkung von gas- 
formigem Diazomethan auf wiil3rige Losu ngen kristallisierter EiweiDkorper 
(Serumalbumin, Ovalbumin). Dabei kommt'es zur Bildung eines starken, sehr 
bestandigen Schaumes, der sich nur schwer zerschlagen 1aBt. Bei langerer Ein- 
wirkung fallen flockige Methylierungsprodukte aus. Hier tritt das Diazo- 
methan als Dena tu r i e rungsmi t t e l  in Erscheinung. DaB es auch m e t h y -  
l ie  r end  wirkt, krkennt man daran, dal3 das Komplexbindungsvermogen des 
Serumalbumins fur Kupfer-Ionen vollig verloren geht (Verlust der Retentions- 
fiihigkeit). 

Hummereier und Ovoverdin-Losungen sowie Losungen von Chloroplastin 
verhalten sich gegen Diazomethan ahnlich wie gegen Invertseifen8) : die far- 
bigen prosthetischen Gruppen werden in Freiheit gesetzt. Extrahiert man reife 
Paprika-Friichte mit m/50 Phosphatpuffer von PH 7.3, so erhiilt man gelbrote 
Lijsungen, die an Benzin, Benzol und Toluol keinen Farbstoff abgeben. Nach 
Ejnwirkung von Diazomethan lassen sich, wie auch nach Zusatz von Invert- 
seifen, die Carotinoide mit den genannten LosungsmitteIn ausschutteln. 

Fiir eifrige und geschickte Unterstiitzung haben wir Frln. A. Seel iger  zu danken, 
fur H i e  bei einzelnen Versuchen Frln. A. Theis. 

Beschreibung der Versache 
E i n w i r k u n g  von D i a z o m e t h a n  a u f  P e p t i d e  

Glycyl -g lyc in-be ta in :  In  die auf 00 gekiihlte Liisung von 1 g Glycyl-glycin 
(Hoffrnann-La Roche) in 5 ccm Wasser wurde Diazomethangas eingeleitet, daa auf die 
friiher') beschriebene A r t  von Liisungamittel befreit war. Nach kurzer Zeit reagierte die 
Peptid-Lbsung stark alkalisch; den zeitlichen Verlauf dea Entstehens und Verschwindens 
der Peptidester zeigen folgende Werte, die durchTitration aliquoter Tcile der Methylierungs- 
Lijsung rnit n/,o He1 (Brornphenolblau) zu den angegebenen Zeitcn erhalten wurden : 

Minuten nach Beginn .. .. .. G 10 17 22 29 41 
:&Ester ...... .... . . .. .... 24 33 53 48 32 19 

Nachdem Diazornethan aus etwa 45 g Nitrosa-methyl-harnstoff eingeleitet war (in 
etwa 2% Stdn.), reagierte die walr. IAsung annahernd neutral (PH 7.5-8) und gab beirri 
Kochen mit Kupfercarbonat keine Fiirbung mehr. Die Liisung wurde i. Vak. eingedarnpft; 
der sirupiise Ruckstand kristallisierte i. Vak.-Exsiccator uber Diphosphorpentoxyd. Die 
stark hygroskopische Kristallmaase wurde ,in etwa 25 ccm heiJ3em abRo1. Methanol geliist. 
Nach Zugabe von etwa 150 ccm waaserfreiem Aceton kristallisierte daa G€ycyl-glycin-  
b e t a i n  in langen, diinnenl'risrnen, bzw. dreiseitigen Pyrarniden; Ausb. 0.66g (50% d.Th.) 
vom Schrnp. 228O (Zer~ . )9*~0*~~) .  Zur Analyse wurde i.Vak. bei 1100 bis zur Gewichts- 

7) K. L a n d s t e i n e r ,  Biochem. Ztschr. 68, 362 [1914]; J. Herz ig  u. K. L a n d -  
s te iner ,  Biochern. Ztachr. 61, 458 [1914]; J. H e r z i g  u. H. Lieb ,  Ztschr. physiol. 
C%em. 117, 1 [1921]. 8 ,  R. K u h n  u. H.-J. Bielig, B. 78, 1080 [1940]. 

9) Alle Schmelzpunkte im Kupferblock nach Rerl, unkorr. 
lo) A. Kossel  u. S. E d l b a c h e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 107,45 [1919], geben fiir 

freies Glvcyl-glycin-betain den Schmp. 141O an. Wir fanden, daB wasserhaltiges Glycyl- 
glycin-betain zwischen 125 und 1400 (je nach Erhitzungsgeschwindigkeit und Ternperatur 
dea ,,Einwerfens") im Kristallwaaser schmilzt, dann wieder f a t  wird und erneut bei 228O 
(Zers.) schmilzt. 

11) Nach T. I m a i ,  Ztschr. physiol. Chern. 186,192 "241, liegt der Schmelzpuiikt 
bei 238-239O (Zers.). 
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konstanz getrocknet. Die Substanz wurde wie alle folgenden freien Betaine in GefiiBen 
mit  eingeschliffenem Stopsel zur Wilgung gebracht. 

C,H,,O&, (174.1) Ber. C 48.24 H 8.10 N 16.09 Gd. C 48.09 H 8.21 N 16.10 
Glycinanhydr id  (2.5-Dioxo-piperazin): Bei 2 Versuchen (je 1 g Glycyl-glycin in 

5 ccm Wasser) schied aich kurze Zeit nach Reginn der Diazomethan-Einwirkung eine in 
Wasser schwer liisliche, kristalline Substanz ab (90 mg). Zur Analyse wurde am Waeser 
umkristallisiert. l'rismen vom Schmp. 308O (Zers.)l*). Die Debye-Scherrer-Aufnahme 
xeiphe die Identitat rnit Glycinanhydrid. 

C,H&& (114.1) Ber. C! 42.18 H 5.31 N 24.62 

Tafel 1. D i -  u n d  T r i p e p t i d - b e t a i n e  

Gef. C 41.90 H 5.39 N 24.68 

erlaugen h e ;  sich weitere bfen- 

Glycyl-d,l-alanin-betain Ber. C 51.03 H 8.57 N 14.87 
C,H,,O,N, (188.1) Gef. C 50.83 H 8.61 N 15.02 

Verbindung 
Surnmenformel 

(Mol.-Cew.) 

(:lycvl-d,Z-valin-betain 
C,,H,,O,N, (216.2) 

Ber. C 55.51 H 9.32 N 12.96 
Gef. C 55.54 H 9.80 N 13.22 

Analyse 
(Substanzen bei 1 loo  i. Vak. 

gctr.) 

(:lycgl-d,Z-leucin-betain Ber. C 57.34 H 9.63 N 12.17 
Gef. C 57.38 H 9.76 N 12.05 CIIH,O,N, (230.2) 

Ausb. 
04 

d.Th. 
a) 

61 

57 

56 

55 

~ 

59 

- 

72 

42 

Ulycyl-l-leucin-betain Ber. C 57.34 H 9.63 N 12.17 
Gef. C 57.29 H 9.97 N 11.97 CIIH2,03Ne (230.2) 

um- 
krist. 
aus 
b) 

B 
D 

A 

-- 

-- 

-- 
A 

-- 
I c 
1 -  ' D 

-- 

4 3 A  
D 

-- 

D 
1- -- 

D 

d,GAlanyl-glycin-betain Ber. C 51.03 H 8.57 N 14.87 
C,H,,0aN2 (188.1) Gef. C 50.92 H 8.69 N 15.02 

Olycyl-glycyl-glycin- 
betain 

C,H,,O,N, (231.2) 

d,l- Alanyl-d,l-valyl-gly- 

C,,HsO,N, (287.2) 

Olgcyl-d,l-valyl-d,l-ala- 

C,,H~O,N, (287.2) 

cin-betain 

nin-betain 

I 

Ber. C 46.72 H 7.41 N 18.18 , Gef. C 46.79 H 7.30 N 18.10 

' Ber. C 54.32 H 8.77 N 14.63 
Gef. C 54.42 H 8.95 N 14.43 

I 

Ber. C 54.32 H 8.77 N 14.63 
Gef. C 54.51 H 9.06 N 14.98 

= 
Ansatz 
g in 
ccm 

Wasser 

0.5 
in 3 

0.5 
in 3 

0.5 
in 3 

0.25 
in 2 

0.5 
in 3 

0.7 
in 4 

0.3 
in 3.5 
- 

0.25 
in 3 

zem.- 
punkt 

c) 

227 O 

2280 

._ 

219O la) 

2460 
- 

236O ' I )  

.. __ 

199.60 15) 

178O 
- 

175O 

11) i n  dieser Spalte bedeutet : A = ibsol. Alkohol, B = absol. Alkohol + waseerfreier dther, 
C = absol. Alkohol + wasserfreies Aceton, D = absol. Methanol + waaeerfreiea Aceton. 

c) Die Zersetzungspunkte hangen sehr stark von der Erhitzungsgeechwindigkeit ab. Die 
angegebenen Werte beziehen sich auf langsames Erwirmen (1 -2O je Min.). Bei raschem 
Erhitzen findet man weaentlich hiihere Zersetzungspunkte, die aber noch schlechter 
reproduzierbar sind. 

Literaturangabe fur Glycinanhydrid : Schmp. 311-312O (Zers.) (R. Kempf ,  Journ. 

la) E. Abderha lden  u. F. Schwei tzer  fanden fiir dieaes Betain den Schrnp.236 

14) Von A. Kossel  u. S. R d l b a c h e r  (FuDn. lo)) ah niaht kristallisierender Sirup 

Is) E. Abderha lden  u. K. K a u t z s c h ,  Ztschr. physiol. Chem. 76, 19 [1911], sowie 

prakt. Chern. [2] 78, 244 [1908]). 

bis 237O (Zers.) (Ferrnentforsch. 13, 128 [1933]). 

crhalten. 

T. I m a i  (8. FuBn. 1 1 ) )  erhielten daa Cklorophtinat d i m  Betains. 
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Des Filtrat vorn Glycinanhydrid wurde i.Vak. zur T r o c h e  verdampft. Beim Auf- 
nehmen des Riickstandea in heiBem Methanol blieben weitere 30 mg Glycinanhydrid un- 
gelht. Aus der methanol. Lijsung kristallisierte nach Zusatz von Aceton Glycyl -g lyc in-  
b e t a i n  &us, wie in den Versuchen, bei denen keine Bildung von Glycinanhydrid statt- 
gefunden hatte. 

Glycyl-glycin-betain-chloroaurat: Die Liisung von 95 mg Glycyl -g lyc in-  
be ta i  n in 2 ccm n HCl wurde mit iiberschiisa. Goldchlorwesserstofure versetzt. Der zu- 
niichst ijiige Niederschlag kristallisierte im Eioschrank (230 mg). Zur Analysewurde aus Was- 
ser, dem einige Tropfen verd. Salzsiiure und eine Spur Goldchlorwasserstoffure zugefiigt 
waren, umkristallisiert. GroBe, gelbe Prismen vom Schmp. 148-150' (langsam erwiirmt) l6). 

~ ___._ 
Nr. 1/1962] 

[C,H,,O&] AuC14 (514.2) Ber. C 16.34 H 2.94 N 5.45 Au 38.35 
Gef. C 16.49 H 2.89 N 6.27 Au 38.21 

Gl y c y 1 - g 1 y ci n - b e t a i n -hex& c h 1 or  o p l  a t i n a t  : Zur b u n g  von 50 mg G 1 y c y 1 - gl  y - 
c in-be ta in  in 2 ccm 94-proz. Alkohol wurden 0.8 ccm 10-proz. alkohol. Platinchlomaseer- 
stoffsiiure-Ldsung gegeben. Ockergelbe, kleine Prismen (96 mg) vom Schmp. 1930(Zers.) l'). 

[C',H,,O,N,],R~ (758.2) Ber. C 22.16 H 3.99 N 7.39 Pt 25.75 
Gef. C 22.32 H 3.88 N 7.17 Pt25.90 

Auf die gleiche Art und Weise wie das Glycyl-glycin-betain wurden die in der Tafel 1 
aufgefiihrten Betaine aus den entaprechenden Di- und Tripeptiden gewonnen. Wie beim 
Glyoyl-glycin traten auch hier intermediiir die entsprechenden Ester ad.  

Mit Ausnahme des Glgcyl-l-leucins waren alle umgesetzten Peptide optisch inaktiv. 
Glycyl-Z-leucin-betain ist in Wasser linksdrehend; [zys : -1.20' x 100/2.01 x 2 = -29.8". 

Tafel 2. C h l o r o i u r a t e  v o n  Di- u n d  T r i p e p t i d - b e t a i n e n  

Verbindung Formel (MoLGew.) 

Glycvl-d,Z-alanin-betain-chloroaurat 
C,H,,O,N,.AuCl, (528.2) 

Clycyl-d,Z-valin-betn-chlor~u~t 
Cl,H,lO~?J,~AuCl, (556.2) 

GJycyl-d,Z-leucin-betain-&loroaurat 
Cll~,03NI*AuCI, (570.2) 

Glycyl-Z-leucin-bet ein-ohloroaurat 
Cll&,03Ns* AuCl, (570.2) 

d,~8lanyl-~lycin-btain-cbloroeurat 
C,H,,O,N,* AuCl, (628.2) 

Glpyl-glycyl-glycin-betain-chloro- 
aurat 

C&180,N3.AuC14 (671.2) 

d,Z-Alanyl-d,Z-valyl-glycin-betain- 
chloroaurat 

C1,H9801N3-AuC14 (627.3) 

Glycyl-d,Z-valyl-d,Z-alanin-betain- 

C,,H,O,N,*AnCl, (627.3) 
chloroaurat 

~~~ ~ ~ ~ ~~ 

_ _  Analyse 

Ber. C 18.18 H 3.24 N 5.30 Au 37.33 
Gef. C 18.23 H 3.22 N 5.13 Au 37.69 

Ber. C 21.57 H 3.80 N 5.04 Au 35.45 
Gef. C 21.67 H 3.86 N 4.78 Au 35.28 

- 

___ _- 

Ber. C 23.15 H 4.07 N 4.91 Au 34.58 
Gef. C 23.04 H 4.27 N 4.80 Au 34.46 

Ber. C 23.15 H 4.07 N 4.91 Au 34.58 
Gef. C 23.22 H 4.07 N 4.68 Au 33.92 

Ber. C 18.18 H 3.24 N 6.30 Au 37.33 
Gef. C 18.17 H 3.13 N 5.01 Au 37.13 

Ber. C 18.91 H 3.18 N 7.36 Au 34.62 
Gef. C 18.73 II 3.13 N 7.38 Au 34.20 

Ber. C 24.87 H 4.18 N 6.70 Au 31.44 
Gef. C 24.95 H 4.23 N 6.48 Au 31.60 

Ber. C 24.87 H 4.18 N 6.70 Au 31.44 
Gef. C 24.92 H 4.23 N 6.62 Au 31.21 

116-117' 

125-126' 

160' 
(Zers.) 

170" 
(Zera.) 

1680 
(Zers.) 

16) Nach A. Kosael  u. S. E d l b a c h e r ,  vergl. FuBn. lo), liegt der Schmelzpunkt des 
Glycyl-glycin-betain-chloroaurats bei 155O. 

17) Literaturangabe fiir Glycyl-glycin-betain-hexachloroplatinat : Schmp. 210 -211O 
(T. I m a i ,  a. FuBn. ")). 

16) Das von A. Kosse l  und S. Edlbacherlo)  erhaltene Chloroaurat dea d,Z-Alanyl- 
glycin-betains hatte die Zusammenaetzung dea Monohydrata C8Hl,0,N,. AuCl,, Schmp. 106' 
(nach Sintern hei 90'). 
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Zur C%arakterisierung der dargestellten Peptid-betaine fanden wir die Chloroaura te  
am geeignetsten. Sie sintl ,,normal" zusammengesetzt, d. h. auf 1 Mol. Retain kommt 1 Mol. 
HAuC1,. Die H e x a c h l o r o p l a t i n a t e  (Betain),H,Pt€'l, sind in Wasaer leicht loslich; sie 
konnen aus alkohol. Usung gefallt und umkristctllisiert werden. Die in einigen Fallen dar- 
gestellten Hydrochloride erwiesen sich als hygroskopisch. 

Zur Fiillung mit Goldchlorwasserstoffsiiure wurden die Peptid-betaine in der 7 -25- 
fachen Menge 1-2 n HC1 gelost. Beim Stehen im Eisschrank erfolgte in allen Fiillen 
Kristallisation der zunackt  oft olig ausfallenden Chloroaurate. Zur Analyse wurde aus 
wasser unter Z w t z  von etwaa Goldchlorid und Salzsiiure umkristallisiert und bei 560 
i. Vak. getrocknet (Tafel 2). 

Glycyl-d,l-valin-betain-hexachloroplatinat: Die Liisung von 50 mg Glycyl-  
d,Z-valin-betain in 2 ccm 94-proZ. Alkohol wurde rnit 0.8 ccm 10-proz. alkohol. Platin- 
chlonvasserstoffsaure versetzt. Zur Analyse wurde aus wiiBr. Alkohol umkristallisiert. 
Hellgelbe, feine Nadeln (65 mg) vom Schmp. 2100 (Zers.). 

[C,oH,,O,NJ,PtC1, (842.3) Rer. C 28.49 H 5.03 N 8,65 Pt 23.18 
Gef. C 28.48 H 4.86 N 6.39 Pt 23.33 

Glycyl-d,Z-alanin-betain-hydrochlorid: Zur =sung von 77 mg Glycyl-d, l -  
a l a n i n - b e t a i n  in 1.2 ccm absol. Alkohol wurden 0.15 ccm 20-proz. abeol. alkohol. Salz- 
siiure gegeben. Nach Zusatz von waaserfreiem Ather bis zur bleibenden Trubung schieden 
sich in der E l t e  kleine Nadeln ab, die aus ahsol. Alkohol umkristaUisiert wurden (52 mg); 
Schmp. 213-215' (Zere.). Zur Analpe wurde die hygroskopische Substanz bei 56O i.Vak. 
getrocknet. 

C,H,,O,N,.HCI (224.6) Her. C 42.74 H 7.63 N 12.47 Gef. C 42.40 H 7.75 N 12.37 
Glycyl-glycyl-glycin-betain-hydrochlorid wurde aus Glycyl -g lycyl -g ly-  

c i n - b e t a i n  auf die gleiche Weise wie die vorstehende Verbindung erhalten. Die hyko-  
skopische Substanz kristallisierte aus Alkohol + Ather in zu Drusen vereinigten Prismen 
vom Schmp. 198O (Zers.). Zur Analyse wurde i.Vak. bei 56O getrocknet. 

CeH1704N,.HC1 (267.7) Ber. C 40.34 H 6.78 N 15.70 Gef. C 40.53 H 6.60 N 15.29 

D a r s t e l l u n g  der  P e p t i d e  
Die Darstellung der fur die Umsetzung mit Diazomethan benijtigten Peptide erfolgte 

teils nach dem Verfahren von Th. Wie land  und R. Sehring'*) uber die Anhydride 
aus Benzoesiiure und Carbobenzoxy-aminosiluren, teils uber die gemischten Anhydride, 
'die nach Th. Wie land  und H. Bernhard") bzw. R. A. Boissonnasl l )  aus Carbobenx- 
oxy-aminosiluren und Chlorkoh1ene;iureestern entstehen. Bei der letztgenannten Me- 
thode awies ea sich als besonders giinstig, die LGsung der gemischten ,Anhydride mit dem 
Athylester der Aminosiiure bzw. des Peptide umzusetzen und den Athylrcst nachtrag- 
lich abzuspalten21). Aus den Carbobenzoxy-peptiden wurden die freien Peptide durch 
hydrierende Spaltung nach M. Bergmann und L. Zervass2) gewonnen. 

Soweit die Darstellung der betreffenden Peptide nach diesen Methoden noch nicht 
beschrieben ist, wird sie im folgenden k u n  geschildert. 

Carbobenzoxy-d,Z-val in  wurde a d  die gleiche Art dargestellt'wie Carbobcnzoxy- 
glycin *,). Daa olig ausfauende R.ohprodukt kristallisierte im Eisschrank nach mehrmali- 
gem Verreiben mit Wasser; Ausb. an kristallisierter Substanz 80% d.Theorie. Zur Ana- 
lyse wurde aus Benzol + Petrolather (Sdp. 40-500) oder Methanol + Wasser umkristalli- 
eiert; Schmp. 74-75O. 

C,,H,,O,N (251.1) Ber. C 62.13 H 6.82 N 5.58 Gef. C62.02 H 6.78 N5.65 
Carbobenzoxy-d,l-valyl-g!ycin-&thylester: Die Usung von 3.8 g Carbo-  

b e n z o x y - v a l i n  und 2.1 ccm N-Athyl-piperidin in 20 ccm reinem Dioxan wurde bei 10° 

Is) Th. Wie land  u. R. Sehr ing ,  A. 669,122 [1950]. 
*a) Th. Wie land  u. H. R i r n h a . r d ,  A. 673,190 (19511. 
n, R. A. Boissonnas,  Helv. chim. Acta 84,874 [1951]. 
**) B. 65,1192 [1932]. a*) Org. Syntheses 23,14 [1943]. 
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mit 1.43 ccm Chlorkohlensiiure-athylester vemtzt. Der Geruch nach Chlorkohlensiiure- 
iithyleatm war fast augenblicklich verschwunden; ea murde dann sofort eine Mischung 
von 2.1 g Glycin-athylester-hydrochlorid und 2:1 ccm N-Athyl-piperidin in 20 ccm 
Dioxan zugegeben. Nach 30 Min. wurde in 120 ccm Wasser von Oo gegossen. Nach kurzem 
Stehen in der Kalte kristdisierte der Ca rb o b e n z o x y - d, Z - v a l  y 1 - g l  y c i n - at h y l  e s  t e r  
in farblosen Nadeln aus; Ausb. 4 g  (79% d.Th.). Zur Analyse wurde aus Alkohol um- 
kristallisiert; Schmp. 144-1460. 

Her. C 60.68 H 7.19 N 8.33 C,,H,40,N, (336.2) Gef. C 60.79 H 7.20 N 8.62 
Carbobenzoxy-d,Z-alanyl-d,Z-valyl-glycin-~thylester: 2 g Carbobenzoxy-  

d,Z-valyl-glycin-lthylester wurden in 65 ccm absol. Alkohol gelost und unter Feuch- 
tigkeitsausschluD i. Ggw. von 2 g 2-proz. Pa~adium-Rariumsulfat hydriert. Der nach den1 
Verdampfen dea Usungsmittels i. Vak. zuriickbleibende sirupose d,Z-Valyl-glycin-iithyl- 
eater m d e  in 7 ccm Dioxan aufgenommen und sofort mit'einer Anhydridlosung um- 
gesetzt, die aus 1.33 g Carbobenzoxy-a lan in  und 0.56 g Chlorkohlensaure-athylester in 
7 ccm Dioxan und 0.81 ccm N-Athyl-piperidin bereitet worden war. Nach 30 Min. wurden 
40 ccm Wasser von OOzugegeben. Nach wenigen Min. fie1 der Carbobenzoxy-a lanyl -  
v a l y l - g l y c i n - l t h y l e s t e r  aus; Ausb. 2 g = 8206 d.Theorie. Zur Analyse wurde aus 
Methanol + Wasser umkristallisiert; Nadeln vom Schmp. 155-156O. 

C20H,,0,JV, (407.3) Ber. C 58.93 H 7.18 N 10.32 
d,Z-Alanyl-d,Z-valyl-glycin-athylester: 1.6 g Carbobenzoxy-alanyl-velyl- 

glyc in- i i thy les te r  wurden in absol. Alkohol (60 ccm) gelost und unter AusschluD'der 
Luftfeuchtigkeit i. Ggw. yon 1.6 g 2-proz. Palladium-Bariumsulfat hydrierend geapalten. 
Der Mampfriickstand war feat; er konnte aus Benzol + Benzin (Sdp. 40-50°) in feinen 
Naelchen vom Schmp. 118-119O erhalten werden. 

d,Z-Alanyl-d,Z-valyl-glycin: 1.3 gxoher d,Z-Alanyl-d,Z-valyl-glycin-Pthyl- 
e s t e r  wurden in 19 ccm 0.25 n Ba(OH), gelost und uber Nacht stehen gelamen. Nach Fa]. 
lung dea Bariums mit 0.1 n H,S04 wurde zentrifugiert und die iiberstehende Usung i.Vak. 
zur Trockne verdampft. Daa freie T r i p e p t i d  kristallisierte aus wa0r. Alkohol in kleinen 
Prismen vom Schmp. 228O (Zers.)241. 

Gef. C 59.18 H 6.98 N 10.36 

C;,HI,04N, (245.2) 
Carbobenzoxy-glycyl-d,Z-valin: Die auf 00 gekuhlte %sung von 10.4 g Carbi , .  

benzoxy-glycin in 100 ccm gereinigtem Tetrahydrofuran wurde mit 5.6 g N-Athyl. 
piperidin und 2.7 g Chlorkohlensiiure-athylester versetzt. Sobald der Geruch nach Chlor- 
kohlensiiureeater verschwunden war, wurden unter kriiftigem Schiitteln 6 g Val in ,  ge- 
lost in  25 ccm 2 ~t NaOH, zugcgeben. Nach Beendigung der Kohlendioxyd-Entwicklung 
(nach etwa 20 Min.) wurde i.Vak. zur Trockne gedampft, in wenig Wasser aufgenommeri 
und mit verd. Salzsiiure angesiiuert. Der zunachst iilig ausgefallene Niederschlag kristal- 
lisierte nach einigen Stunden in der Kilte. Ausb. 13g an noch sehr unreinem Carbo-  
benzoxy-glycyl-val in .  Durch mehrmaligea, sehr verlustreiches Z'mkristallisieren aus 
Athylacetat bzw. Methanol + Waaser stieg der Schmp. auf 145O 18). 

Carbobenzoxy-glycyl -  d , l -va ly l -  d, 2-elan in : Zur Lijsung des geniischten An- 
hydrids aus 3.1 g Carbobenzoxy-glycyl-valAn und 0.8 ccm Chlorkdhlensiiure-athyl- 
eater in 30 ccm Tetrahydrofuran und 1.1 g N-Athgl-piperidin wurden unter krliftigem 
Schiitteln 0.9 g Alanin in 5 ccm 2 n NaOH gegeben und wie oben beschrieben weiter- 
verarbeltet; Rohausb. 2.9 g. Nach dreimaligem rmkristallisieren aus Methanol + Wesser 
lag der Schmp. bei 199-201O. 

Ber. C 56.96 H 6.64 11' 11.08 

Rer. C 48.94 H 7.81 N 17.14 Gef. C 48.64 H 7.96 N 17.37 

CI8Hp6OBN3 (379.2) 
Glycyl-  d, Z - v a l y l -  d, 1 - e l a n  in : Diesea Tripeptid entsteht aus der Carbobenzoxy-Veer- 

bindung durch hydrierende Spaltung in 50-proz. Methanol. Daa Rohprodukt wurde ails 
Wasser + Aceton umkristallisiert; Schmp. 2520 (Zers.). 

Gef. C! 56.91 H 6.56 N 11.00 

GoH,,O,N, (245.2) 
84) Literaturangaben fur d,Z-Alanyl-d,l-valyl-glycin : Schmp. 248" (Zers.) (E. Ab d e r -  

h a l d e n  u. 0. H e r r m a n n ,  Fermentforsch. 10,151 [1929]) und Schmp. 241O (Zm.) (St. 
Uoldschmidt  u. K. S t r a u s s ,  A. 471.12 [1929]). 

Ber. C 48.94 H 7.81 N 17.14 Gef. C 49.17 H 7.28 N 16.88 
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Carboh en zox y -g lyc  y l -  d ,  l - leuci  n wurde entaprecherid der Vorschrift fiir Carbo- 
henzoxy-glycyl-d,l-alaninl@) dargeatellt. Das Rohprodukt wurde 3 ma1 rn i t  Benzin (Sdp. 
.-X-6O0) ausgekocht und aus Chloroform umkristallisiert. Gliinzende Schuppen w i n  
Schmp. 125-126O. 

C',6H2205Ng (322.2) Ber. C! 59.59 H 6.88 N 8.70 Gef. c' 59.43 H 6.8% N 8.90 
Die ubrigen verwendeten Peptide waren Handelspraparate (Hoffmctnn- IAa Roche). 

E i n w i r k u n g  von Diazomethan  auf  P r o t e i n e  
Rindera lbumin .  a) in Losung:  Beim Einleiten von Diazomcthangaa in die 4-pro.~. 

wPBr. Liisung von krist. R i n d e r a l b u m i n  I1 (Behringwerke, Marburg) bildete sich zu- 
niichst ein sehr steifer Schaum. Nach einiger Zeit schieden sich weiBe Flocken ab. Die 
awgeflockk Substanz war weder in vcrd. Salzsiiure noch in verd. Natronlauge loslich. 

b) a u f  P a p i e r :  Eine 2-proz. wiibr. Rinderalbumin-Liisung wurde in Form etwa 8.5 cm 
langer und 0.8 cm bmiter Streifen wie bei der ,,verbewerten Retentionstechnik" nach Th. 
Wieland25*26) auf Whatman-Papier Nr. I aufgetragen. Nach dem Trocknen an der Luft 
wurde das Papier 20 Stdn. der Einwirkung von Diazomethangas ausgesetzt (Exsiccator 
mit  Diazomethan-liisung in Toluol). Zur Kontrolle wurde ein zweitccc, ebenso vorberei- 
tetes Blatt fur die gleiche Zeit in eine toluolhaltige Atmosphiire gebracht, ein drittea Blatt 
blieh vollkomrnen unbehandelt. Die Bindung der Kupfer-Ionen lie0 sich wie bei der 
ltetentionsclndyse2i) zeigen : im Papier wurde in der Liingarichtung der aufgetragenen 
Rinderalbuminstreifen eine 0. l-proz. Kupferacetat-Liisung in 5% wasserhaltigem Tetra- 
hydrofuran aufsteigen gelmen. Nach Bespriihen mit Rubeanwasserstoff-Lsung zeigten 
sich uher dem Rinderalbumin, daa der Wirkung von Diazomethandarnpfen ausgesetzt 
worden war, keine Retentionslucken, wahrend auf den beiden Kontrollblattern die Liicken 
in der Kupferfront gleich groB waren. Durch die Diazornethan-Einwirkung war also das 
Bindungsvermogen des Serumalbumins fur Kupfer-Ionen vollstandig verlorengegangen. 

Ovalbumin:  Beim Einleiten von Diazomethangas in eine 1-proz. wiibr. Tijsung von 
krist. Ovalburnin (durch Dialyse salzfrei gemacht) schieden sich nach kurzer Zeit w e i h  
Flocken aus der stark schaumenden Fliissigkeit ab. Die Flocken konnten durch Z w t z  
von verd. Essigsilure, verd. Salzsiiure oder verd. Natronlauge nicht wieder in Lasung ge- 
hracht werden. Beim Stehenlaasen in l 11 NaOH gingen die Flocken nach etwa 20 Stdn. 
wieder in IAsung. 

P a p r  ikafarbs tof f :  F'ruchtfleisch und Haut einer reifen, roten Paprikafrucht (Capsi- 
cum annuurn) wurden in kleine Stiicke geschnitten und in einem Glesappmat bei Oo homo- 
genisiert. Der entstandene dicke, rote Brei wurde mit dem gleichen Vol. nilso Phosphat- 
puffer vom PH 7.3 vermischt und zentrifugiert (15000 Umdrehungen/Min.). Die iiber- 
wtehende trube Fliissigkeit war kriiftig gelbrot gefiirbt, der Bodensatz enthielt f w t  keinen 
roten Farbstoff. Die gelbrote Liisung gab auch bei liingerem Schiitteln keinen Farbstoff 
ctn Benzin oder Toluol ab. An Ather hingegen wurde der Farbstoff langsam abgegeben. 
Nach Zueatz von Invertseife (Zephirol) lieB sich der gemmte Farbstoff auch rnit Benzin 
oder Toluol ausschiitteln. Die Toluollosung zeigte im Gittermeb-Spektroskop nach Loewe- 
Schumm zwei breite, unscharfe Banden mit den Schwerpunkten bei 486 und 456 mp. 

Zur Hauptmenge der zentrifugierten, wiibr. Farbstoff-Liisung wurde bei Oo unter 
raschem Riihren Diazomethan, in Toluol gelost, zugetropft. Nach 10 Min. Riihren wur- 
den die Schichten durch Zentrifugieren r a c h  getrennt. Die Toluolschicht war gelb und 
zcigte die gleichen Absorptionsbanden wie die durch Tnvertaeifenspaltung gewonnene 
Carotinoid-Liisung. Die wiibr. Schicht war nur noch schwach gelblich gefiirht; an der 
Phasengrenze hatten sich elfenbeinfarbene Flocken ctngeaamrnelt. 

28) Th. Wie land  u. 1,. W i r t h ,  Angew. Chem. 62,473 [1950]. 
26) Th. Wie land  u. L. W i r t h ,  Angew. Chem. 61,171 [1951]. 
2') Th. Wie land  u. E. Fischer ,  Naturwiss. 36, 29 [1948]; Th. Wie land ,  Angew. 

Chem. [A] 60, 313 [1948]. 
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Chloroplas t i  n : Aus klein geschnittenen SpinRtbllttern wurde durch Verrciben mit 
der doppelten Menge miso Phosphatpuffer vom p~ 7.3 (Eiskiihlung) und Zentrifugieren bei 
3000 Umdrehungen/Min. eine tiefdunkelgriine Chloroplastin-Lasung gewonnen"). Diese 
gab. an Benzol nur geringe Mengen gelber Farbstoffe, jedoch keinen griinen Farbstoff ab. 

Beim Verriihren rnit einer Diazomethan-Liisung in Toluol ging der gesctmte griine 
Farbstoff in die Toluolschicht. Die Bandenschwerpunkte lagen bei 664, 619, 679, 484, 
461 und 436 rnp. Die gleichen Randen zeigte eine Chlorophyll-Usung in Benzol bzw. 
Toluol, die durch Spaltung der Chloroplaatin-Liisung mit Lauryl-dirnethyl-benzyl-ammo- 
niumbromid hergestellt worden wars). 

Hummerfarbs tof fe :  Eine dialysierte Ovoverdin-Lasung nach K. G. S t e r n  und 
K. Salomonzg) wurde unter Ruhren zu einer eisgekiihlten Lijsung von Diazomethan in 
Benzin (Sdp. 40-600) getropft. Die griine Farbe verschwindet fast augenblicklich, es bildet 
sich ein leicht rot gefarbter Schaum. Durch Zentrifugieren erhilt man eine schwach 
gelbrot gefiirbte Benzinschicht, die keine acharfen Banden zeigt. Bei der Verteilungs- 
probe mit 90-proz. Methanol geht hat der gesamte Farbstoff in die untere Phaee. 

Werden ganze Hurnmereier rnit Diazottiethan-lasung ubergoeaen, so findet eine hef- 
tige Gasentwicklung statt, die Eier quellen, die dunkelgriine Farbe schlagtaach Rot um, 
ohne daB Farbstoff an Benzin abgegeben wird. 

Ein Stiick vorn Schwanzfiicher eines Hummers wurde in einer Benzinlosung von 
Diazomethan innerhalb 2 SMn. vollstiindig rot. In  reinem Renzin blieb die blaue Farbe 
des Panzers tagelang erhalten. 

In einer diazomethanhaltigen Atmosphiire (Exsiccator in dem sich Diazomethan-Lli- 
sung in Benzin befand) fiirbten sich Eier und Stiicke des Panzers bald rot. Nach 6 Stdn. 
war der Farbumschlag vollstiindig. 

7. Friedrich Weygand und Ernst Csendes: Eine Nachweismethode 
fur Endiole und Enole der 1.3-Diket,one 

[Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg] 
(Eingegangen a m  30. Oktober 1951) 

Endiole ragieren mit Titan(1II)-chlorid in pyridinhaltiger metha- 
nolischer Liisung beim Schiitteln an der ,Luft unter Bildung ziegel- 
roter bis blutroter Fiirbungen oder Niederschlage. Verbindungen, die 
unter den Reaktionsbedingungen- zu Endiolen reduziert merden (z.B. 
Dehydroascorbineiiure oder o-Chinone) geben die gleiche Reaktion. 
Die Konstitution der entetehenden Titan(1V)-Komplexe wurde an 
den aus Brenzmtechin und Ascorbinsiiure entstehenden Verbindun- 
gen untemucht. 

Enole von 1.3-Diketonen reagieren in methanolischer Ltjsung mit 
Titan(II1)-chlorid und ergeben dunkelblaue bis dunkelgriine! Far- 
bungen, die stark luftempfindlichen Titm(II1)-Komplexen zuzu- 
schreiben sind. 

In  der Literatur ist hereite gelegentlich uber die Umsetzung von Titanwhen mit oxy- 
pppenhaltigen Verbindungen berichtet worden. J. Piccard l )  hat  beobachtet, dafi 
Brenzcatechin in WaBriger Liisung bei Zuscttz von Titan(II1)-chlorid eine gelborange Far- 
bung, bei nicht zu grol3er Verdiinnung einen rotbraunen Niederschlag liefert. Ahnliche 
Feststellungen machte H. J. H. Fenton8)  bei der Dioxymaleinsiiure. A. Moniers) hat 

") Vergl. A. S t o l l  u. E. Wiedemann,  l3er. X. Internat. ChemiekongreO Rom 6, 

l)  B. 49, 4343 [1909]. 
206 [1938/39]. 28) Journ. biol. Chem. 122, 461 [1937/1938]. 

2, Journ. chern. SOC. London 93, 1064 [1908]. 
Ann. Chim. analyt. 20, 1 j19161 (C. 1916 I, 638). 


