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FRIEDRICH WEYGAND*) und ADOLF R~PSCH 
N-Trifluoracetyl-aminosiiuren, XIW 

N-Trifluoracetyliemgen von Aminosiiuren und 
Peptiden mit TrifluoressigGure-phenflester 

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen UniversiUlt Berlin 
(Eingegangen am 17. April 1959) 

Herrn Professor Dr. Dr. h.c. S te fan Goldschmidt zum 70. Geburtsrag 

Aminosiiuren und Peptide lassen sich durch Erwiirmen mit Trifluortssigsiiure 
phenylester in Phenol, bei gbstigen Laslichkeitseigenschaften auch ohne 
Phenol, in ausgezeichneten Ausbeuten in N-Trifluoracetylverbindungen Ilber- 

fihren. 

Erwiinnt man eine Aminosiiure, die in gcschmolzenem Phenol gelost oder suspen- 
diert ist, mit Trifluoressigsiiure-phenylester auf 120- 1 SO", so h d e t  schnell N-Tri- 
fluoracetylierung statt. 1st die Aminosiiure in warmem Phenol gut liislich, wie z.B. 
Tryptophan, so kann auch bei niederer Temperatur Wer  Verliingerung der Reaktions- 
zeit gearbeitet werden. In anderen Fiillen, wie b e h  Alanin, Leucin oder Isoleucin, 
kann der Phenolzusatz unterbleiben. Sobald die Reaktion eingesetzt hat, wird Phenol 
frei, und die AminoGiuren gehen schnell in Losung. LediichQstin konnte bisher 
auf die neue Weise nicht trifluoracetyliert werden. 

Die Aufarbeitung ist sehr einfach (vgl. Versuchsteil), und meist sind die Roh- 
produkte schon recht rein. Das zeigt sich insbesondere beim N-TFA-L-Alanin, das, 
nach anderen Methoden hergestellt, meist hygroskopisch ist und zuntkhst i. Vak. 
vor dem Umkristallisieren sublimiert werden muB. Auf die neue Weise hergestellt, 
kann es sofort aus Toluol umkristalliiiert werden. Auch N-TFA-L-Isoleucin wird 
sofort kristallin erhalten. 

Die Trifluoracetyiierung mit Trifluoressigsiiure-phenylester erfolgt meist ohne 
Racemisierung. Erne Ausnahme machte anfangs N-TFA-Histidin. Auf Grund der 
Vorstellungen A. NEUBERGERS~) iiber die Racemisierung von Aminoss;Uren gelingt es 
jedoch, durch Zusatz einer Base infolge der Ausbildung des doppelten Anions die 
Racemisierung zu vermeiden. Die optische Aktivitiit des mit Triiithylaminzusatz her- 
gestellten N-TFA-L-Histidins stimmt befriedigend mit einem Produkt uberein, das 
nach der Methode von E. E. SCHALLENBBR~ und M.  CALVIN^) mit Trifluor-thioessig- 
siiure-S-iithylester in wiiSriger Losung hergestellt wird.. 

An Stelle von Phenol k6men als LUsungsmittel auch Kresole und zweiwertige Phenole, 
wie Resorcin, verwandt werden, was jedocb keine Vorteile bringt. Mit Resorcin treten Ver- 
fiirbungen auf, und in 0-Kresol geht die Reaktion langsawr vor sich. 

*) Neue Anschrift : Organisch-Chemisches Institut der Technischen Hochschule Milnchen, 

1) XIII. Mitteil.: F. WEYOAND und H. -0, Chem. Bcr. 92, 517 [1959]. 
2) Advances Protein Chem. 4, 297 (19481. 
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MUncben 2. 

3) J. Amer. chem. SOC. 77,2779 [1955]. 
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Peptide konnen rnit Trifluoressigsaure-phenylester ebenfalls N-trifluoracetyliert 
werden. Hierbei tritt keine Peptidspaltung auf. Es envies sich in den untersuchten 
Fiillen als vorteilhaft, einen grol3eren UberschuS an Tnfluoressigsiiure-phenylester 
und weniger Phenol zu nehmen. Die Reaktionsprodukte kristallisieren meist schon 
beim Abkiihlen der Schmelz aus. 

Mit Trifluoressigsaure-phenylester kann man uater Zusatz von 1 Aquiv. Lauge in einer 
groDeren Menge Puffer vom PH 10 Aminosauren und Peptide auch in waorigem Medium 
N-trifluoracetylieren. Die Ausbeuten sind jedoch gegenilber der Reaktion in Phenol geringer, 
und die Aufarbeitung ist schwieriger. Ebcnfalls unvorteilhaft ist die Verwendung von Tri- 
fluoressigslure-cyanmethylester, der in geringer Ausbeute aus Natriumtrifluoracetat und 
Chloracetonitril darstellbar ist. Er hydrolysiert schnell mit Wasser, und bei der Trifluor- 
acetylierung von Aminosauren in Phenol werden mit ihm unreine Produkte erhalten, viel- 
leicht durch Zersetzung von Cyanmethylalkohol und Reaktion des entstehenden Form- 
aldehyds rnit den Aminosluren. 

Das neue Verfahren diirfte die bekannten in den meisten Fallen ersetzen. Wie 
schon e n v h t  wurde, versagt es bei Cystin, und bei Asparaginsaure und Glutamin- 
saure ist es ohne Interesse, da die mit Trifluoressigstiure-anhydrid erMtlichen N-tri- 
fluoracetylierten inneren Anhydride allein fur Peptidsynthesen wertvoll sind. 

Es liegt nahe, die vorstehend beschriebene Methode auch zur Herstellung von 
Peptidbindungen zu verwenden, indem aktivierte Ester von Acylaminosiiuren mit 
Aminostiuren oder Peptiden in Phenol ohne oder rnit Basenzusatz erhitzt werden. 
Uber diese und andere tihnliche Versuche sol1 spater berichtet werden. Es sei jetzt 
schon erwiihnt, da13 hierbei erhebliche oder vollsthdige Racemisierung der Acyl- 
aminosiiure-Komponente eintritt. Im Versuchsteil ist die Herstellung von N-TFA- 
Glycyl-L-leucin aus N-TFA-Glycin-phenylester durch E r w h e n  mit ~-Leucin in 
Phenol unter Triiithylaminzusatz in 73-proz. Ausbeute beschrieben, ferner die analoge 
Synthese von N-TFA-Glycyl-L-phenylalanin aus N-TFA-Thioglycin-S-athylester und 
L-Phenylalanin in 65-proz. Ausbeute. Beide Verbindungen wurden mit wurigem 
Ammoniak in die freien Peptide verwandelt. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  VERSUCHE 

Trijuoressigsaure-phenylester: 1 10 g (77 ccm) Trijuoressigsaure-anhydrid und 47 g Phenol 
wurden in einem mit RtickRuDkUhler und Calciumchloridrohr versehenen Kolben langsam 
erwarmt. Als das Phenol geschmolzen war, setzte stiirmiscbe Reaktion ein, die nach wenigen 
Min. beendet war. Es wurde noch 1/2 Stde. im C)lbad auf loo' erhitzt. Ausb. nach doppelter 
Destillation 75.6 g (80 % d. Th.), Sdp. 148 - 149". du.5 1.269. 

Die Verbindung kann in einer Ausb. von 55 % d. Th. auch aus Trifluoressigsaure, Phenol 
und P205 dargestellt werden. 

CeH~F302 (190.2) Ber. C 50.54 H 2.65 Gef. C 50.39 H 2.71 

Allgemeine Vorschr.$ zur N-Trifluoracetylierung von Aminos6uren und Peptiden 
Erhitzt man die Aminosaure mit der 1.2- bis 2fachen mol. Menge Trifluoressigsiiure- 

phenylester und der 1 bis 4fachen Gewichtsmenge Phenol unter Schiitteln oder Rilhren auf 
120-150", so lust sie sich innerhalb von 2 bis 20 Min. auf. 
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Zur lsolierung der N-TFA-Aminosiiure kbnnen das Phenol und der im UberschuB an- 
gewandte TriAuoressigsilure-phenylester entweder i. Vak. abdestilliert oder mit vie1 Petrol- 
ather oder Tetrachiorkohlenstoff + Petrollther in Losung gebrach! werden, wobei die 
N-TFA-Aminosaure auskristallisiert. Das Abdestillieren empfiehlt sich bei zu groBer Los- 
lichkeit der N-TFA-Verbindung im Phenol/Petrolather-Gemisch. Soilte sich eine Probe nicht 
vollstlndig in Ather losen, so war die Trifluoracetylierung noch nicht becndet; man trennt 
dann die N-TFA-Verbindung von nichtumgesetzter Aminosgure durch Behandeln mit Ather 
ab. 

Die Trifluoracetylierung von Peptidea wird analog ausgefirt. Man ko.m weniger Phenol 
und mehr Trifluoressigsaure-phenylester nehmen. 

Dargestellte Verbindungen 
N-Trip~racefyl-glycin: Ausb. 93 % d. Th., aus Ather + Petroliithir, Schmp. 118", Lit.4.5.3): 

116", 120-121", 114-116". 
N-Trijuoracef).l-DL-alanin: Ausb. 92% d. Th., Schmp. 120", Lit.4.5.6): 116.5- 117", 120.5". 

120 - 121". 
N-Trifluoracefyl-Lalanin: Ausb. 84% d. Th., aus Toluol, Schmp. 65 --67, Lit.7.5.6): 66 

bis 68", 66", 66-66.5"; [a]%: -60.3" (c = 2, in Wasser) wie Lit.7.5.6). 
N-Trifluoracetyl-L-phenylalanin: Ausb. 84% d. Th., aus Toluol, Schmp. 120 - 121", Lit.3-3): 

119-120.6", 120-122"; [a]": +17.2" (c = 2,inAkohol). 
N-Tripuoracefyl-L-valin: Uberschiissiger TrifluoressigsPure-phenylester und Phenol wurden 

i. Vak. abdestilliert. Ausb. 94% d. Th., aus Toluol, Schmp. 86-87", Lit.a.6): 86-88", 86-87"; 
[a]F: -16.0" (in Wasser), Lit.8.6): -15.2" (c = 2, in Wasser). -15.1" (c = 1.7, in Wasser). 

N-Trijuoracefyl-L-isoleiicin: I .32 g L-Isoleucin gingen durch Erhitzen mit 2.3 g Trijuor- 
essigsuure-phenylesfer auf' 135- 140" innerhalb von 5 Min. in Lbsung. Man hielt noch 2 Min. 
bei dieser Temperatur, k i l t e  und destillierte i. Vak. Phenol undTrifluoressigsaure-phenyl- 
ester ab. Nach zweimaligem Nachdestillieren von Toluol war der Phenolgeruch verschwunden. 
Der Riickstand kristallisierte beim Anreiben mit ca. 30 ccm Petrolather. Losungsmittel 
wurde z& festgehalten. Daher wurde unter 10-3 Torr sublimiert. Badtemp. 80". Das Sublimat 
lbste sich nicht klar in Ather. Nach Abfiltrieren eines geringen Riickstandes wurde der Ather 
verdampft, wobei die Verbindung in feinen Nadeln kristallisierte. Ausb. 2.16 g (95 % d. Th.), 
Schmp. 65-67' (Sintern); [a]g: +3.3" (c = 4, in Akohol). 

CsH12F3NO3 (227.2) Ber. C 42.29 H 5.32 N 6.17 Gef. C 42.23 H 5.26 N 6.32 

Eine Probe wurde durch einstllndiges Stehenlassen in halbkonz. Ammoniak bei Raum- 
temperatur cnttrifluoracetyliert. Nacb dem Eindampfen i. Vak. wurde &r feste Ruckstand 
mit warmem Alkohol, in dem Ammoniumtrifluoracetat loslich ist, behandelt. Das so g e  
wonnene freie r-Isoleucin zeigte folgenden Drehwert [a]&z : + 11.9" (c = 2, in Wasser), das 
urspriinglich eingesetzte L-Isoleucin [a]&*: + 11.6" (c = 2, in Wasser). 

N-Trijuoracefyl-L-r~y~fo~han: Die Trifluoracetylierung wurde bei 70-80' innerhalb von 
11/4 Stdn. vorgenommm, wobei sie noch nicht beendet war. L-Tryptophan (28 %) wurde mit 
Ather abgetrennt. Ausb. 94% d. Th. nach Abzug des nicht umgesetzten Anteils. Schmp. 160". 
Lit.3.6): 162-164", 162-163"; [a]g: +1.8" (c = 2, inAIkoho1). 

4) F. WEYGAND und E. CSENDES, Angew. Chem. 64, 136 [1952]. 
5) F. WEYOAND und E. LEISINO, Chem. Ber. 87, 248 [1954]. 
6) F. WEYGAND und R. GEIGER, Chem. Ber. 89,647 [1956]. 
7) W. S. FONES, J. org. Chemistry 17, 1661 [1952]. 
8 )  W. S. FONES und M. LEE, J. biol. Chemistry 210, 227 [1954]. 
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In der Lit. ist kein Drehwert angegeben. Durch Umkristallisieren erhbhten sich Schmp. 
und Drehung nicht. Eine Probe wurde mit halbkonz. Ammoniak enttrifluoracetyliert : 
L-Tryptophan, [all: -31.7" (c = 1. in Wasser), wie Lit?). 

N-Tripuoracetyl-L-histidin: 0.77 g LHistidin, 1.43 g Trifluoressigsaure-phenylester, I .5 g 
Phenol und 0.51 g Trigthylamin wurden 15 Min. auf 130- 140" erhitzt. Beim Verdiinnen rnit 
Essigester fie1 das N-TFA-L-Histidin-triathylammoniumsalz aus, das mit dem Ionenaus- 
tauscher Amberlite XE 64 von Trigthylamin befreit wurde. Ausb. 65 % d. Th., Schmp. 207 
bis 208", [a]g: $21.7' (c = 2, in Wasser). Das mit Tritluor-thioessigur~~-gthylester her- 
gesteute haparat zeigte [a]F.' : +22.7" (c = 1.5, in Wasser)lo). 
N-Trifluoracetyl-iriglycin: K u n e  &it, nachdem das Peptid bei 150" in Liisung gegangen 

war. begann die N-TFA-Verbindung auszukristallisieren. Ausb. 90 %, Rohprodukt Schmp. 
225-228" (Zen.), Lit.11): 233-235". 
RP 0.74 in Phenol/Wasser (80:20 Vol.) aufsteigend Die Verbindung enthielt noch eine 

Spur freies Triglycin, aber kein Glycin oder Glycyl-glycin. 
N-Trifluoracety EDLalanyI-glycin: 0.67 g DL-Alanyl-glycin, 1.7 g Trifluoressigsaure-phenyl- 

ester und 0.5 g Phenol wurden auf 140" erwarmt. Nach 3 Min. war das Peptid in Lasung ge- 
gangen. Nach einer weiteren Min. wurde abgektihlt und rnit h.her/Petrolather versetzt, 
wobei sich das N-TFA-Peptid ausschied. Ausb. 1.1 g (98% d. Th.) an Rohprodukt, nach 
Sublimation unter 10-3 Torr. 1.02 g (91 % d. Th.), Schmp. 117 - 118". 

C7H9F3N204 (242.2) Ber. C 34.73 H 3.75 N 11.57 Gef. C 35.15 H 3.91 N 11.85 

N- Trifluoracetyl-glycyl-Lleucin: Mit Tetrachlorkohlenstoff + Petrolather gefallt. Ausb. 

C ~ O H ~ S F ~ N ~ O ~  (282.2) Ber. C 42.23 H 5.32 N 9.85 
94% d. Th., Schmp. 185-186"; [a]g: -24.1" (c = 2, in Alkohol). 

Gef. C 42.56 H 5.56 N 10.01 

Peptidsynthesen mit aktivierten Estern in Phenol 
N-Trifluoracetyl-glycin-phenylester: 3.0 g N-TFA-Glycin wurden rnit 6.7 g Thionylchlorid 

in Benzol 2 Stdn. unter RLicMuD erhitzt. Nach dem Abdampfen von Thionylchlorid und 
Benzol i. Vak. wurde in Benzol gelbst und mit 3.3 g Phenol 6 Stdn. zum Sieden erhitzt und 
das Lasungsmittel abdestilliert. Aus 400 ccm Wasser umkristallisiert, 3.36 g (77 % d. Th.), 
Schmp. 110-111". 

CloHaF3NO3 (247.2) Ber. C 48.70 H 3.27 F 19.46 N 5.68 
Gef. C 48.52 H 3.42 F 18.27 N 5.70 

Der Ester wird bei Raumtemperatur durch 2n NaOH innerhalb weniger Minuten, durch 
waI3rige Natriumhydrogencarbonatltlsung innerhalb mehrerer Tage verseift. Kochendes 
Wasser greift ihn nicht an. Auch bei viertelstiindigem Erhitzen in Phenol auf 180" ist er be- 
sandig. 

N-Trifluoracetyl-glycyl-L-leucin: 701 mg N-TFA-Glycin-phenylesier und 370 mg LLeucin wur- 
den in 2 g Phenol und 288 mg (0.39 ccm) Trigthylamin 20 Min. auf 150' erhitzt. Nach dem 
Abkilhlen wurde mit Essigester verdiinnt und das N-TFA-Dipeptid mit gesiitt. Natrium- 
hydrogencarbonatltkung ausgezogen. Beim vorsicbtigen An&uern mit konz. Salz&ure 
schieden sich schbne Kristalle ab, die in Essigester aufgenommen wurden. Nach dem Trock- 
nen mit Natriumsulfat und Verdampfen des Essigesters wurde aus Wasser umkristallisiert. 
Ausb. 585 mg (73% d. Th.), Schmp. 185-186"; -23.7" (c = 2, in Akohol). 

9) M. S. DUNN und M. P. STODDARD in Handbook of Chemistry and Physics, 31. Auflage, 

10) Nach Versuchen von W. STEGLICH in diesem Institut. 
11) F. WBYQAND und W. SWODENK, Chem. Ber. 90,639 (19571. 

Chemical Rubber Publishing Co., Cleveland 1955 - 1956. 
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Glycyl-L-leucin: 1 .O g des nach voranstehender Vorschrift hergestellten N-TFA-Glycyl- 
Lleucins wurde 35 Min. in 10 ccm halbkonz. Ammoniak stehen gelassen. Die L6sung wurde 
noch kurz auf 85" erwarmt. Nach dem Einengen zur Troche  i. Vak. wurde zweimal mit 
warmem Alkohol zur Entfernung von Ammoniumtrifluoracetat behandelt. Ausb. 578 mg 
(90% d. Th.), Schmp. 233-235"; [a]1,2: -36.0" (c = 2, in Wasser), wie Lit.12). 

N-Trifluoracetyl-glycyl-Lphenylalanin: 774 mg N-Trifluoracetyl-thioglycin-S-athylcster 
(Schmp. 60 -61", aus N-TFA-Glycin und hhylmercaptan mit Dicyclohexylcarbodiimid in 
18-proz. Ausb. erhalten), 571 mg LPhenylalanin, 3 g Phenol und 0.48 ccm Trigthylamin 
wurden 10 Min. auf 120" und sodann noch 5 Min. auf 140" erhitzt. Die Aufarbeitung er- 
folgte wie beim N-TFA-Glycyl-L-leucin. Aus Wasser und beim Einengen der Mutterlauge 
718 mg (65% d. Th.), Schmp. 183-184"; 

Glycyl-Lphenylalanin: 5 0 0  mg N-TFA-Clycyl-Lphenylalanin wurden 10 Min. in halbkonz. 
Ammoniak stehen gelassen. Nach kurzem Erwarmen auf 70" wurde i. Vak. eingedampft. 
Nach dem Behandeln mit warmem Alkohol zur Entfernung von Ammoniumtrifluoracetat 
und Waschen mit Alkohol 333 mg (95% d. Th.), Schmp. 257-258"; [a]&': f41.1" (c = 2, 
in Wasser), wie Lit. 13). 

+41.6" (c = 2. in Alkohol). 

12) E. FISWER und J. STEINGROEVER, Liebigs Ann. Chem. 365, 167 [1909]; F. H. CARPENTER 
und D. T. GI=, J. Amer. chem. SOC. 74, 3818 [1952]. 

13) J. P. GREENSTEIN und Mitarbb., J. biol. Chemistry 198. 507 [1952]; E. FJSCHBR und 
W. SCHOELLER, Liebigs Ann. Chem. 357, 21 [1907]; D. BEN-Ishai, J. org. Chemistry 19, 65 
[1954]: L. ZERVAS und D. THEODOROPOULOS. J. Amer. chem. SOC. 78, 1359 [1956]. 

FRIEDRICH WEYGAND *) und ROLF GETGER 
N-Trifluoracetyl-aminosauren, XV 1) 

Trennung von AminosiiUren durch fraktionierte Destillation 
ihrer N-Tritlmracetyl-methylester * *) 

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen UniversitZLt Berlin 

(Eingegangen am 17. April 1959) 

Herrn Professor Dr. Dr. h. c. S t e f a n G o 1 d s c h m i d  t zum 70. Geburtstag 

Zur lsolierung von Aminosiluren in praparativem MaDstab aus Proteinhydro- 
lysaten sind die N-TFA-Aminostiure-mc~~lester gut gccignct. Sie wcrden 
durch fraktionierte Destillation i. Vak. getrennt und sind leicht in die freien 
Aminosiiuren, die Carbobenzoxyderivate oder in Aminosilureester zu ver- 

wandeln. 

Friihere Versuche haben gezeigt, daD N-TFA-AminosBuren von N-TFA-Dipep- 
tiden durch Sublimation im Hochvakuum getrennt werden konnen2). Geht man zu 

*) Neue Anschrift: Organisch-Chemisches Institut der Technischen Hochschule Milnchen, 
Miinchen 2. **) Dtsch. Bundes-Pat. Nr. 1051 273. 

1) XIV. Mitteil.: F. WEYGAND und A. R~PSCH, Chem. Ber. 92, 2095 [1959], vorstehend. 
2)  F. WEIGAND, R. GEIGER und W. SWODENK, Angew. Chem. 68, 307 [1956]. 




