
Nr. 6/1966] W e y g a n d ,  G e i g e r ,  Qloekler  1543 

Verbindung 

Hydrochlorid 

Hydrobromid 

Pikrat 

Methojodid 

Additions- 
verbindung mit 

Silbernitrat 
Quecksilber- 
(I1 )-chlorid 

Tafel3. D e r i v a t e  dcs  1 .3 .4-Thiodiazols  
~~ 

Herstellung 

Aus h h c r  mit 
Chlorwasserstoff 

Aus  Athcr mit 
Bromwasserstoff 

Ails Ather oder 
Benzol mit. 
Pikrinsaure 

Mit Methyljodid 
(1 Mol.) in wenig 
Methanol, 3 Stdn., 

quantitativ 
Aus,der waBr. L6s. 

mit Silbernitrat 
nach 20-30 Min. 
Aus Wasser mit 

Quecksilber- 
chloridlosung 

100-120°. Ausb. 

Sehr hygrosko- 
pisclie, leicht subli- 
mierbare Kristallc 
Leicht sublimier- 

bareKristalle (nicht 
hygroskopisch) 
Zitronengelbe 

Nadeln, Schmp. 98" 
(Zers.) 

Farblose Kristalle, 
Schmp. 240-241" 
(Zcrs., aus Meth- 

anol-Wasser ) 

Fcinkristallin, 
Schmp. 169' (Zers.) 

Lange, glanzende 
Nadeln, Schmp. 124 

bis 126" (Zers.) 

Analyse 

Cz&N,S-HC1 (122.6) 
Bcr. HCI 29.84 
Gef. HC129.59 

Bcr. N 16.78 
Gef. N 17.01 

C,H,N,S.HBr (167.0) 

CzH,NzS~C,H,O,N, (315.4) 
Ber. N22.22 
Gef. N22.12 

Ber. K 12.28 
Gef. N 11.97 

C,H,N2S .CH, J (228.1 ) 

C,H&S*AgNO, (256.0) 
Ber. Ag42.14 
Gef. Ag 42.40 

Ber. N 7.83 
Gef. N 7.93 

CzH,N,S.Hg& (357.6) 

220. Friedrich Weygand, Rolf Geiger und Ursula Glockler: 
N-Trifluoracetyl-aminosiiuren, VI. Mittei1.l) : Spaltung von Peptiden nach 

Trifluoracetylierung der Yeptidbindung2) 
[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen liniversitht 

Berlin-Charlottenburg] 
(Eingegangen am 21. Marz 1956) 

Peptide werden durch Trifluoressigsiiure-anhydrid nicht nur an 
der Aminogruppe, sondern z. TI. auch an der Poptidbindung trifluor- 
acetyliert. Daneben findet Bildung von unsymmetrischen oder sym- 
metrischen Anhydriden statt. Durch Hydrolyse mit Waaser wird 
haup-hlich dna 3'-trifluorawtylierte Ausgangspeptid erhalten, es 
h d e t  aber auch Spaltung der Peptidbindung statt. So liefert. z. B. 
ein Tripeptid neben dem N-TFA-Tripeptid die drei Bausteine und 
die beiden zu emartenden Dipeptide in N-trifluoracetylierter Form. 
Durch milde alkalische Hydmlyse erhalt man daraus die freien 
Aminosiiuren und Peptide, die nach den iiblichen Verfahren getrennt 
und bestimmt werden konnen. Da Prolinpeptide an der Peptid- 
bindung keinen acylierbaren Stickstoff enthalten, sind sie auf die 
neue Weise nicht spaltbar. Auf die mogliche Bedentung diesor Tat- 
sache zur Isolierung von Prolin- und Hydroxyprolin-dipeptiden aus 
Proteinen wird hingewiesen. 

Obwohl die Hauptbedeutung der N-TFA-Aminosiiuren auf synthetischem 
Gebiet liegt, ist vielleicht vom analytischen Standpunkt aus nicht ohne Intcr- 

1) V. Mitteil.: F. Weygand u. U. Glockler. Chem. Ber. 89,653 [1956]. 
*) z. T1. vorgetragen von F. W e y g a n d  in Munchen, Regensburg und Bcrlin (31. l., 

~- 

1.3., 9. 3. und 12.3. 1956). 
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esse, daB durch Tduoracetylierung der Peptidbindung und nachfolgende 
Hydrolyse mit Waaser eine Peptidspaltung bewirkt werden kann. 

Eine solche Reaktion wurde aufgefunden, als wir Glycyl-glycin mit 4 Moll. 
Trifluoressigsaure-anhydrid in Trifluoressigsaure bei 40” behandelten, die 
fluchtigen Verbindungen i. Vak. abdestillierten und den Riickstand mit Anilin 
zur Reaktion brachten. Es lieB sich nicht nur N-TFA-Glycyl-glycin-anilid 
neben Trifluoracetanilid isolieren, sondern auch N-TFA-Glycinanilid. Mit 
Wasser an Stelle von Anilin entstand neben N-TFA-Glycyl-glycin und Tri- 
fluoressigsaure auch N-TFA- Glycin. Die Spaltung des an der Peptidbindung 
trifluoracetylierten Peptids kann auch mit einem Aminosaureester vorgenom- 
men werden, u-odurch neue hT-TFA-Peptide gebildet werdcn. So ergibt das 
rnit einem UberschuB an Trifluoressigsaure-anhydrid behandelto N-TFA- 
Glycy3-uLralanin mi6 Glycin-athylester neben dem Hauptprodukt N-TFA- 
Glycyl-nL-alanyl-glycin-athylester auch N-TFA- Glycyl-glycin-iithylester nnd 
X-TFA-Alanyl-glycin-lithyles ter sowie N-TFA- Glycin-lithylester. Der Nach- 
weis diwer vier Verbindungen geschah nach alkalischer Abspaltung der !hi- 
fluoramtylreste und Verseifung papierchromatographisch. Im nachfolgenden 
Schema sind die erwahnten Reaktionen an einem Dipeptid formuliert. 

HZN. CHR * CO-N. CHR *CO,H 
H 

(FaC.CO),O 

F3C * CO-NH * CHK CO-v.  CHR’ * CO-0-CO . CF, 

d’ L 

F,C.CO-NH*CHR .CO-NH *CHR .CO,H 
+- P,C.CO-XH.CHR.CO,H + FSC ~CO-n’H.CHR*CO-XH*R” 
+ Y3C * CO-NH * CHR‘ . CO,H 
+ F,C.CO,H t F&.CO-NH.R” 

F,C *CO-NH * CHR .CO-NH *CHR’ -CO-NH * R 

t F,C.CO-NH. CHR .CO-NH * H” 

H,NR” = Anilin oder Glpcin-athylester 

Diesc Reaktionsfolgen erinnern an Versuche von M. Bcrgmann,  V. du  
Vigneaud und L. Zervas3), die vom N,N-~Diacetyl-2.5-dioxo-piperazin ein- 
ma1 den Acetylrest auf andere Aminosauren ubertragen konnten und weiter- 
hin durch Alkoholyse in Gegenwart von Arginin (ah Base) zuniichst N.N’- 
Diacetyl-glycyl-glycin-athylester erhielten, der mit einem weiteren Mol. Ar- 
ginin in Alkohol N-Acetyl-glycyl-glycin-athylester lieferte. Weiterhin konnte 
der diacylierte Peptidester leicht mit einem Mol. Lauge in N-Acetyl-glycin 
gespalten werden. 

Gegeniiber diesen Versuchen, die im Hinblick auf die Peptidspaltung nicht 
von allgemeiner Bedeutung sind, wcil der Acetylrest nicht ohne Spaltung 

3)  Ber. dtsch. chem. Gcs. 62,1909 [1929]. Vergl. hierzu auch die Arbeit von T. Wie- 
land, E. Bokelmann, L. Bauer, H. U. Lang u. H. Rrtu, Liebigs Ann. Chem.583, 
129 [ 19531, iiber die Bildung von S-haltigen Peptidcn durch intramolekulare M‘anderung 
yon -4minoacylru?sten. 
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von Peptidbindungen entfernbar ist, besitzt unsere neue Methode den Vor- 
teil, daB die Spaltpeptide leicht durch milde alkalische Hydrolyse erhiiltlich 
sind4), worauf die iiblichen Methoden zur Peptidtrennung (Papierchromato- 
graphie, Chromatographie an Ionenaustauschersiiulen, Elektrophorese) ange- 
wandt werden konnen. Es ist daher vielleicht moglich, uber die Spaltung 
der an den Peptidbindungen trifluoracetylierten Peptide eine neue Methode 
zur Sequenzanalyse von Aminosauren, zumindest in kiirzeren Peptiden, auszu- 
arbeiten , 

Bevor die Spaltungsrate von Peptiden quantitativ crmittelt wurde, unter- 
suchten wir zunachst qualitativ die Spaltung von zwei Tripeptiden und einem 
Tetrapeptid. Die Peptide wurden in Trifluoressigdure-anhydrid unter Ruck- 
fluB erhitzt, nach Abdestillieren des Uberschusses an Trifluoressigsaure-anhy- 
drid und der gebildeten Trifluoressigsaure i. Vak. wurde mit Dioxan-Wasseer 
(2 : 1) bei Zimniertemperatur hydrolysiert, dann mit verd. wiiBrigem Ammoniak 
die N-TFA-Reste abgespalten, i. Vak. zur Trockne gebracht und papier- 
chromatographiert. Glycyl-glycyl-alanin gab neben dem Ausgangspeptid 
Glycyl-glycin, Glycyl-alanin, Glycin . w d  Alanin. Dieses wurde in stiirkerem 
MaDe abgespalten als G1 ycin. Nach der Spaltung von Leucyl-glycyl-glycin 
lie13 sich leicht Glycyl-glycin und Glycin nachweisen, folglich miissen die 
beiden mderen Spaltprodukte Leucyl-glycin und Leucin, die sioh nicht gut 
trennten, ebenfalls vorhanden sein. Nach der dreimal hintereinander vor- 
genomnienen Acylierung und Hydrolyse des Tetrapeptids Isoleucyl-glycyl- 
valyl-alanin wurden neben dem Ausgangspeptid alle Spaltprodukte durch 
Hochspannungselektrophorese und Papierchromatographie erfaDt : Isoleucin, 
Glycin, Valin und Alanin (dieses vorherrschend), ferner die Dipeptide Isoleucyl- 
glycin, Glycyl-valin und Valyl-alanin sowie die Tripeptide Isoleucyl-glycyl- 
valin und Glycyl-valyl-alanin. 

Um zu ermitteln, zu welchem Betrag die Peptidbindungen geepalten wer- 
den, wurden quantitative Versuche unter den gleichen Reaktionsbedingungen 
vorgenommen (Ausfiihrung s. Versuchsteil). Die bisherigen Ergebnisse zeigt 
die folgende Tafel. 

_ _ _ _ _ ~  _ _ ~  

Quantitative Spaltungsversuche an der Peptidbindung 
trifluoracetylierter Peptide 

Peptid . . . . . . . . . Ileu-gly Ala-gly Gly-gly Glyval Gly-ale Gly-pro1 
Spaltung in Molyo. 4.1 (3.8'1, 4.6")) 7.8 3.0; 2.9 5.6 27.2; 36.1 0 
Peptid , . . . . . . . . Val-ale, Phen-ala Gly-ser Ah-ser 
Spltung in Molyo . 7.0 1.5 5.8 12.7 
Peptid . . . . . . . . . Leu-gly-gly Gly-vd-h 

in Leu + Gly-gly, in Leu-gly + Gly in Gly + Val-ah, in Gly-Val + Ala 
Spaltung in Molyo . 3.6 7.0 1.4 4.9 

*) nach der erstan Trinuoracetylierung i. Vak. eiugedampft und ohne Hydrolyee nocb zweimal naehtrifluor- 
acetyliert. 

**) in Anwesenheit von Ather trifluoracetyliert. 

4 )  Vergl. hierzu die friiheren Mitteilungen dieser lhihe. 
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Wie zu erwarten war, wird Glycyl-prolin auf die neue Weise nicht gespal- 
ten, da an der Peptidbindung kein durch den Trifluoracetylrest ersetzbarer 
Wasserstoff vorhanden ist. Dies bietet vielleicht die Moglichkeit, aus Peptid- 
ketten die Prolin- und Hydroxyprolin-dipeptide (Aminosiiure-Prolin bzw. 
Aminosiiure-Hydroxyprolin) bzw. Peptide mit der Konstitution Aminosaure- 
prol-pro1 oder analoge Verbindungen mit Hydroxyprolin durch haufige Wieder- 
holung der Spaltungsreaktion als solche zu isolieren. 

Wciter ergibt sich BUS der Tafel, daI3 die Spaltungsraten im allgemeinen 
gering sind, waa auf zweierlei Ursachen zuriickgefiihrt werden kann. Einmal 
kann die Hydrolyse der trifiuoracetylierten Peptidbindung mit Wamer vor- 
zugsweise zum Peptid und zu Trifluoressigsiiure fiihren. Andererseits kann 
aber auch die Peptidbindung nur teilweise trifluoracetyliert worden sein. 
Uber den ersten Punkt konnen wir auf Grund friiherer Vewuche etwas aus- 
sagen. Bei der kiirzlich angegebenen neuartigen Peptidsynthese aus dem 
symmetrischen N-TFA-Glycin -anhydrid mit Dicyclohexylamin in Alkohol5) 
tritt als Zwischcnprodukt das Bis-N.N'-trifluoracetyl-glycyl-glycin-dieyclo- 
hexylnminsalz auf, dais mit Alkohol zu rund 85 yo in N-TFA-Glycyl-glycin- 
dicyclohexylaminsalz und Trifluoressigsaure-iithylester aufspaltet. In  den 
Mutterlaugen findet sich N-TFA- Glycin-dicyclohexylaminsalz. Eine ,,Peptid- 
spaltung" kann bei dieser Synthese also hochstens zu 15 Yo d. Th. statt- 
gefunden haben. Cm iiber den zweiten Punkt etwas zu erfahren. wurde 
folgendermaoen vorgegangen. Es wurden die zu untersuchenden Verbin- 
dungen zunachst mit Trifluoreasigsiiure-anhydrid trifluoracetyliert, sodann 
wurde i. Vak. eingedampft und durch zweimaliges Nachdestillieren von Benzol 
jede freie Trifluoressigsaure entfernt , Nach Hydrolyse in Dioxan-Wasser bei 
Zimmertemperatur wurde mit verd. Natronltluge gegen Methylrot titriert . 
Bei drei EAtern zeigte sich, da13 die Peptidbindung nur teilweise trifluor- 
acetyliert wird. Es ergab sich beim N-TFA-Glycin-athylester die Bildung 
von 0.21 Moll. Bis-N,N-trifluoracctyl-glycin-athylester, beim N-TFA-ValyI- 
alanin-athylester 0.42 Moll. Diacylverbindung und beim N-TFA- Glycyl-valyl- 
alanin-athylester 0.55 Moll. Diacylverbindung, wobei in den beiden zuletzt ge- 
nanntcn Fiillen auBer der Peptidbindung auch noch die N-TFA-Aminogruppe 
weiter trifluoracetyliert sein kann, wie es beim N-"FA- Glycin-iithylester der 
Fall ist. Bei den nicht veresterten N-TFA-Peptiden sind die Ergebnisse 
weniger eindeutig, weil noch die Moglichkeit zur Bildung von unsymmetri- 
when oder symmetrischen Anhydriden besteht. Ohne Beriicksichtigung der 
am Stickstoff trifluoracetylicrten Gruppierungen entstehen aus einem un- 
symmetrischen Anhydrid bei der Hydrolyse mit Wasser 2 Moll. Siiure, aus 
einem symmetrischen Anhydrid aber nur 1 Mol. Siiure pro Mol. eingesetzten 
Peptids. N-TFA-Glycin gibt nach der geschilderten Behandlung 1.06' Moll. 
Saure, d. h. es liegt im wesentlichon nach der Trifluoracetylierung das sym- 
metrische Anhydrid vor. Vom N-TFA-Glycyl-glycin aussehend, werden 2.4 
Moll. Same titriert, was bedeutet, daB das unsymmetrische Anhydrid ent- 
steht und daB die Peptidbindung und die N-TFA- Aminogruppierung zusam- 

5, F. Weygand u. M. Reiher,  Chem. Ber. 88,26 [1956]. 
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men zu etwa 0.4 Moll. trifluoracetyliert wurden. Wieder anders rerhalt sich 
Valyl-alanin, denn es werden 1.23 Moll. Saure titriert. Es mu8 in1 wesent- 
lichen als symmetrisches Anhydrid vorliegen. Phenylalanyl-alanin gibt 1.25 
Moll. titrierbare Saure und nach dem Erhitzen mit Trifluoressigsiiure-anhydrid 
im Rohr (2 Stdn. auf 60") nur unwesentlich mehr (1.35 Moll.). 

Beim Valyl-alanin haben wir noch untersucht, ob wihrend der Trifluoracctylierung 
eino Spaltung in Azlactone vor sich geht. Da die Azlacbne i. Vak. lcicht fluchtig sind'). 
hatten sie beiin Eindampfen in den 'Destillaten aufgefunden werdrn mihen,  was nicht 
der Pall war. 

Die Vntersuchung wird fortgesetzt. 
Der Research  Corpora t ion ,  Piew York, danken nir fur eine Spendc. Hm. Prof. 

H. Zn hn , Heidclherg, fur die cbcrlassung dcr untereuchten Serin-pcptidc. 

Beschreibung der Versuche 

I .  Behandlung y o n  Glycyl-glycin m i t  c inem VberschuB a n  Trif luoressig-  
s i i u r e - a n  hydr id  in  Trif luoressigsaure und Aminolysc rn i t  Ani l in:  0.903 g 
(6.85 rnMol) Glycyl -g lyc in  wurden in 4.5 ccm "Auorcssigsiiure gelost und rnit 4.5 ccni 
(30.6 mMol) ~ r i f l i i n r c s s i ~ s a u r e - a n h y d r i d  rersetzt. Dann nirrdc 16 Min. an einrm 
RiickfluBkuhler, dcr mit einem P,O,-Rohr verschlosaen war, im Olhad auf 60" [Bad- 
temperntur) erwlrint und anschlicBend Trifluoressigsiiure-anhydrid und Trifluoressigsaure 
i .  Vak. in cine rnit Trockcneis-Accton gekuhlte Vorlage dcstillicrt. Tier Ruckstand wurdr 
ni i t  5 ccm Tetrahydrofuran und 2 ccm Anil in  10 Hin. gekocht und nach dern Erkaltrn 
in 30 ccm 2nHCI gegossen. Hicrbri fie1 zunachst unreines ,V-TYX-(:lycyl-glvcin- 
rtnilid (A) rom Schmp. 1i0-190" Bus, spater noch 0.101 g Tri f luorace tnni l id  (B) 
rom Schmp. H5- 90". 

A wurdt? aus 40 ccm Athano1 umkristallisiert, -4usb. an ,~'-~PA-Glyc~l-glycin-anilid 
\-om Schnip. 22s3 0.770 g. Die Mutterlaugc wurde eingedampft und der Ruckstand in 
heibni Bcnzol gelfist.. Der darin unlosliche Anteil ergab nach dcm Auskochcn rnit wenig 
Athanol und Abkuhlen nochmals 0.106 g N-TFA-Glycyl-glycin-anilid vorn Schmp. 220 
bis 221". Beim Erkalten der Benzol-Usung schieden sich 0.12Og einer Substanz vorn 
Schmp, 16B" (C) ab, die nach dcm Cmkristallisicren aus n'nsser bei 175" schmolz und 
mit N-TF.4-(;Iycin-anilid vom Schmp. 177'6) kcine Schmelzpunktserniedrigung gab. 
Das henzolischc Filtrat nurdc eingedarnpft und der Ruckstand nach Behandlung rnit 
Kohle &us Wasecr umkristellisiert : 0.49 g Trifluoracetanilid vorn Schmp. iind Misch- 
Schmp. 90". Es wurden also erhalten: 

Trifluoracetanilid 0.591 g (3.13 mMol) 
.IT-TFA-Clycyl-glycin-anilid 0.876 g (2.90 mMol) 
A'-TFA-Glycin-anilid 0.120 g (0.49 mMol) 

Zur Analyse wurde das .Y-TFA-Glycyl-glgcin-anilid nochmals aus vie1 
Athanol urnkristallisiert, Schmp. 230". 

C12H,0,S,F, (303.2) Ber. C 47.53 H 3.99 N 13.86 Cef. C 47.58 H 4.15 K 14.10 
2. Behandlung r o n  Clycyl-glycin m i t  Trifluoressigsaure-anhydrid in  T r i -  

f luoressigsaure und  Hydrolyso  m i t  Wasser :  0.547 g (4.38 mMol) Glycyl-glycin 
wurden in 5 ccm Trifluoressigsaure gelost und mit 2.6 ccm (17.7 mMol) Trif luoressig-  
s i u r e - a n h y d r i d  in der unter 1. beschriebencn Weise auf Boa erwiirmt. Anschlieknd 
wurden Trifluoressigsirure-anhydrid und Trifluoressigsaure i. Vak. abdestilliert. Das zu- 
ruckgebliebenc 01 wurde in dcr Hitze mit wenig Wasser  behandelt, bis es sich gelSst 
hatte, daa Walreer i. Vak. abdestilliert, der Ruckstand in Athano1 aufgenommen und 
von einer Trubung abfiltriert. Nach Entfernen des Loaungsmittela i.Vak. wurde der 
Ruckstand rnit Ather ausgezogen, in dem das N-TFA-Glycyl-glycin schwer, das If-TFA- 
Glycin abcr lcicht loslich ist. Ausb. an unloslichem N - T F A - G l y c p l - g l y c i n  0.632 g 

8 )  F. Weygand u. E. Lcis ing,  Chom. Bor. 87,248 [1954]. 
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(64.3% d. Th.), Schmp. 180' (Sintern ab 176'), Schmp. Lit. 186'5). Nach dem Ein- 
dampfen der iither. Lijsung hinterblieben 0.299 g oliger Riickstand, der nach l/sstdg. 
Vcmeifung mit halbkonz. Ammoniak mit 90-proz. Methanol papierchromatographiert 
wiirde. Neben Glycyl-glycin war auch eine geringe Menge Glycin vorhanden. 

3. Bchandlung v o n  Glycyl-DL-alanin rnit Trifluoressigsiiure-anhydrid i n  
Trif luorcssigsi iure  u n d  Aminolyse m i t  Glycin- i i thylester :  0.212 g (1.35 mMol) 
Glycyl-  DL-alanin wurden in 1.5 ccm Trifluoressigsiiure mit 1.0 ccm Trif luoressig-  
s a u r e - a n h y d r i d  (6.8 mMol), wie unter 1. beschrieben, behandelt. Nach dem Abdestil- 
lieren der Trifluoreasigsiiure und des cberschusses an Trifluol9suigsiiure-anhydrid i. Vak. 
wurde der Riickstand in 1 ccm Tetrahydrofuran aufgenommen, mit 0.5 ccm Glycin-  
i i thylester  (4.8 mMol) versetzt und nach '/*stdg. Stehenlasscn bei Zimmertemperatur 
noch k u n  auf 70" erwiirmt. Von einer geringen Triibung wurde abfiltriert und die Losg. 
i. Vak. eingedampft. Der Ruckstand wurde rnit 5 ccm Wasser versetzt, und nach kurzem 
Erwiirmen und Abkiihlen wurdcn die unloslichen Reaktionsprodukte (A) abfiltriert. 
,I.'-TFA-Glycin-iithylester wurde durch Waschen rnit Benzol entfernt. 

Aus der wiiBr. Losung kristallisierte iiber Nacht eine geringc: Menge Substanz voni 
Schmp. 178-179" (nach Umkristallisieren aus Wasser), die der Analyse nach N -TFA- 
G I y c y 1 - a l a n  y 1 - g 1 y c i n  - ii t h y le s t e r  darstellte. 

(.!1,Hl,05N,F, (327.3) Ber. C 40.37 H 4.93 N 12.84 Gef. C; 40.11 H 4.92 N 12.93 
Ikr Riickstand A wurde mit 0.5 n Ba(OH), verseift, die Beriumionen wurden mit 

eincm geringen aerschuB an vurd. Schwefelsiiure gefiillt, und mch Abtrennen des Ba- 
riurnsulfats wurde mit dem schwach basischen Ionenaustauscher Amberlite I R  4 B  ent- 
siiuert. In  der Gsg.  wurden papierchromatographisch die Peptide Glycyl-glycin,  
A 1 any1 - g 1 y c i n , G1 y c y 1 - a l a n  y 1 - g 1 y c in  und eine geringe Menge G1 y cin gefunden. 

4. S p a l t u n g  v o n  P e p t i d e n  d u r c h  Tr i f luorece ty l ie rung  und  Hydrolyse  rnit 
Wesser :  Etwa 0.1 mMol P e p t i d  werden in 0.5 ccm Trifluoressigsiiure-anhydrid 
untm RiickfluB (P,O,-Rohr) 20 Min. in einem Olbad (50') erhitzt. Dann wird i. Vak. 
zur Trockne gebracht und der Riickstand rnit 2 ccm Dioxan i- 1 ccm Wasser 30 Min. 
bei Zimmertemperatur stehengelassen, um die gebildeten Diacylverbindungen und An- 
hydride zii verseifen. 

Soll,die Spaltung wiederholt werden, um die Ausb. an Spaltprodukten zu erhohen, 
so werden Dioxan, W'asser und gebildete Trifluoressigsiiure i. Vak. bei einer 40' nicht. 
iihersteigenden Temperatur entfernt, und die beschriebene Prozedur wird beliebig oft 
wiederholt. Die Fliichtigkeit dcr N-TFA-Aminosiiuren verringcrt unter diesen Bedin- 
gungen die Auabeute an h e n  nicht merklich. 

Die wiiBrige-Dioxanlosung wird sodann mit 8 ccm 1 n methanol. Ba(OH), und 8 ccm 
Wasser versetzt, und nach 10 Min. wird Bariumsulfat durch Zugabe von 8.1 ccm 1 n 
&SO, gefiillt. Nach Abzentrifugieren des Bariumsulfats wird die iiberstehende saure 
Liisg. mit Amberlite I R 4 B  entsiiuert (dieses Vorgehen ist nur bei neutralen oder baai- 
schen Aminosiiuren und Peptiden angezeigt. Fiir qualitative oricntierende Versuche, bei 
denen die vollige Entsalzung nicht immer erforderlich ist, geniigt es oft, die alkalische 
Abspaltung der Trifluoracetylgruppe mit halbkonz. Ammoniak vorzunehmen und nach 
30 Min. langem Stehenlassen bei Zimmertemperatur Wasser und Ammoniak i. Vak. zu 
en t.fernen) . 

Die neutrale und gegebenenfalh salzfreie Lasg. wird i. Vak. zur Trockne gebracht und 
fur quantitative Bestimmungen in 1 ccm Wasser aufgenommen. 

Die Trennung der Spaltstiicke erfolgt durch ein- und zweidimensionale Papierchromsto- 
graphie mit verschiedenen Losungsmittelgemischen und durch Hochspannungselektro- 
phorese auf bekannte Weise. 

Zur q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g  d e r  S p a l t u n g s r a t e  von Peptiden wird in 
Mcngen von 2, 5, 10, 15 und 20 cmm auf Papier Schle icher  & Schiill 2043b iiber 
Nacht aufsteigend mit einem der folgenden Lijsungsmittelgemische chromatographiert : 

Phenol-Wasser, 80:20 Vol. 
n-Butanol-Eiseasig-~'aasser, 80: 20: 20 Vol., frisch bcreitet 
Methanol, 90-proz. 
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Die zu bethmmenden Arnino&uren oder Peptide werden in den zu erwartenden Kon- 
zentrationen, ebenfalls in steigenden Mengen, aufgetragen und ergeben die Eichwerte. 
Urn eine unter den beschriebenen Bedingungen etwa erfolgendc Hydrolyse des zu unter- 
suchenden Peptids zu erfaseen und von der Spaltungsrate in Abzug bringen zu konnen, 
wird daa Peptid ohne vorherige Trifluoracetylierung in Dioxan-Wasser unter Zugabe 
von 1 Tropfen TriAuoreesigsiiure gelost, nach 30Min. mit Bariumhydroxydhung ver- 
eetzt, wie die Spaltungsctnsiitm aufgearbeibt und zusammen mit dem geapaltenen Peptid 
und den zum Vergleich mitlaufenden Aminosiuren und Peptiden chromatographiert. Im 
allgemeinen ist die Hydrolyse der Peptide unter den Aufarbeitungsbedingungen zu ver- 
nachliissigen. 

Die Chromatogramme werden nach sorgfaltigem Befreien von den Liisungsmitteln 
durch eine Liisung von 2 g Ninhydrin, 0.076 g Cadmiumchlorid, 6 ccm Waaser, 0.3 ccm 
Eisessig und 100 ccm Aceton gezogen'). Durch 6 E n .  langes Erhitzen auf 90" werden 
die stabilen Farbkomplexe entwickelt. Eine dehierte Flache um die entstandenen 
Flecken wird ausgeschnitten, der Farbstoff mit 10 ccm Methanol extrahiert und die Ex- 
tinktion im lichtelektrischen Kolorimeter nach Dr. B. Lange, Berlin, rnit Multiflex- 
galvanometer gemeseen. Die Konzentrationen sind der Extinktion proportional. Der 
Nullwert des Pepiers ist zu boriicksichtigen. Die Menge der ausschlieBlich durch Spal- 
tung von Diacylgruppierungen in der Peptidketta entatandenen Aminos&uren bzw. 
Peptide erhilt man nach Abzug der bei der vergleichenden Behandlung durch Hydro- 
lyse entstandenen Verbindungen. Diem Korrekturen sind, wie schon erwihnt wurde, 
im allgemeinen zu vernachliiasigen. Die Ergebnisse zeigt die Tafel, S. 1545. 

4. a) Titrationen: Etwa 0.1 mMol Aminosaure, Peptid, N-TFA-Aminosriureestr 
oder N-TFA-Peptidester werden, wie oben beschrieben, rnit 0.5 ccm Trifluoressigsliure- 
anhydrid zur Reahion gebracht. Dann werden Anhydrid und ' I W l ~ ~ ~ ~ ~ i g ~ i i u r e  vor- 
sichtig, um ein Verspritzen zu vermeiden, i. Vak. abdestilliert, und zur restlosen Ent- 
fernung noch vorhandener Trifiuoressigsliure wird 2 bia 3mal mit absol. Benzol i. Vak. 
nachdestilliert. Der Ruckstand wird in 2 ccm Dioxan + 1 ccm Waaser gelaat und 2 Stdn. 
bei Zimmertemperatur stehengelaesen, dann mit 6 ccm Waaeer versetzt und mit n/lo NaOH 
gegen Nethylrot bis zum volligen Umschlag titriert. Ergebnisee 8. allgemeiner Teil. 

.- 
Nr. 6/1956] 

221. Gunther Ohlott, Heinz Farnow nnd Glerhard Sehade: Znr 
Kenntnis homologer Alkohole der Terpen- und Sesqujterpenreihe, VI. Mit- 
teil.1) : Eine neue Darstellungsmethode des l-a-Athyl-apo-pinens aus 

[Aus dem Laboratorium der Dragoco, G.m.b.IT., Holzminden] 
(Eingegangen am 21. Miin 1966) 

Z-Nopol 

Die S-yntheee des homologen a-Pinens &us Z-Xopol wird beschrie- 
ben. Dabei ergab sich, daB bei der katalytischen Hydrierung von 
Vinyl-cycloalkenen mit Dienstruktur bei Verwendung von Reney- 
Nickel allein die Vinyl-Doppelbindung unter 1.2-Addition abgesrit- 
ti@ wird. Reduktionbn Qnter Anwendung der Birch-Methode und 
durch Li in C,H,NH, wbrden an verschiedenen Verbindungen der 
Pinen-Reihe durchgefiihrt. 

Die Darshllung des homologen a-Pinens (a-Athyl-apo-pinen, 111) gelang 
zuerst H. Rupe und A. HBritier2) durch Grignardierung des Myrtenyl- 
bromids (VI). W. Trei bs3) erhielt bei der Dehydratisierung des Athyl-apo- 

7 )  Nach J. Barrollier, Naturwissenschaften a, 416 [1966]. 
1) V. Mitteil.: G. Ohloff u. G. Schade, Angew. Chem.67,427 [1955]. 
*) Liebigs Ann. Chem. 469,171 [1927]. 3, Liebigs Ann. Chem. 668,130 [1947]. 




