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lc tout, porté a reflux. Les produits neutres issus de la réaction (6,7 g) ont été traités par I'acétate
de semicarbazide. Le mélange brut des semicarbazones (8,4 g), F. 116-122°, a été recristallisé dans
le méthanol & 209, d’eau. I1a été impossible d’en dégager une semicarbazone parfaitement définie.

Dinitro-2,4-phénylhydrazones. 2,3 g de fractions de semicarbazones F. 168-169° ont été
convertis en dinitrophénylhydrazones par hydrolyse dans le méthanol en présence de dinitro-
phénylhydrazine et d’acide chlorhydrique en léger exces. Par recristallisations des dinitrophényl-
hydrazones brutes il a été obtenu deux dérivés; (I) F. 146-147° est celui de la nopinone, I'autre
(I1) F. 150,5-151,5° est celui d’une cétone bicyclique C,yH,O.

{I) C;sH50,N, (318,33)  Cale. €56,59 {H 5,70 N 17,60% Tr. C 56,40 H 6,21 N 17,589%,
[w]} = + 34,0° (CHCl,; ¢ = 0,01) .

Spectre IR.: 3205 (f); 3012 (ff); 2873 (FF); 1607-1582 (b. crén., FF); 1529 (m); 1497 (F);
1458 (F); 1433 (f); 1408 (F); 1362 (m); 1333-1305 (b. crén., FF); 1263 (FF) avec 1243 (sh);
1217-1208 (b. crén., F); 1126 (F); 1070 (F); 1042 (mf); 960 (f); 926-916 (b. crén., m); 880 (f);
870 (f); 846 (F); 833 (mf); 779 (f); 763 (f); 744 (F); 728 (m); 693 (f); 678 (m).

Elle a été comparée & la dinitrophénylhydrazone de la (+ }-nopinone, préparde a partir du
(—)-nopinéne, qui F.146-147,5°; {«]} = —36,0° (CHCly; ¢ = 0,01); et dont lc spectre IR. est
identique.

(1) C1gHypeO Ny (332,35) Calc. C57,82 H 6,07 N 16,86% Tr. C57,83 H 6,13 N 16,849,
] = +4° (CHCly; ¢ =0,01).

Spectre IR.: 3247 (f); 3049 (f); 2873 (FF) avec 2825 (sh); 1607-1587 (b. crén., FF); 1515-1501
(b. crén., F)' 1458 m); 1414 (F); 1366 (m); 1333-1312 (b. crén., FF); 1275 (F); 1247 (m); 1222
(mf); 1149 ( 1104 (m); 1070 (mF); 1044 (m); 994 (f); 928 (m); 916 (f); 886 (f); 865 (I); 837 (mF);
779 (f); 767 ; 745 (m); 729 (mf).

SUMMARY

An authentic oil of lavender of French origin contains, besides f-myrcene, traces
of As-carene, dipentene and a-ocimene: approximately 0,019, each of (+)-nopinene

and sabinene. .
Laboratoires de recherches de

L. Givauvpan & Cig, S.A., Vernier-Genéve

Note ajoutée lovs de la corvection (14. X1.1960). — H. M. WaALBORsKY, T. Sugita, M. OHNO &
Y. INnouvE (J. Amer. chem. Soc. 82, 5256 (1960)) viennent d’établir la configuration absolue de
T'acide (—)-cis-umbellularique d’ol résulte celle du (4 )-sabinéne.

Au (4 )-sabinéne et donc au (+ )-terpinéne-1-ol-4 correspond le (- }-limonéne et donc la
(—)-cryptone. Ainsi est vérifiéc la validité des conclusions figurant dans la communication pré-
cédente.

266. Zur Polykondensation der ¢-Aminosiureester
von M. Brenner und H. R. Rickenbacher
(29. IX. 60)

Die a-Aminosidureester haben bis heute als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung
von Aminosdurepolykondensaten fast keine Bedeutung. Polypeptide sind in der
Regel nur in sehr schlechten Ausbeuten erhiltlich?). Hauptprodukte der Konden-
sation sind cyclisierte Dipeptide?) (Dioxopiperazine (I)). Dieses Verhalten steht in
Ubereinstimmung mit der CAROTHERS schen Regel3), wonach Kondensationen, die

1) Vgl. M. FrankeL & E. Karcuarski, J. Amer. chem. Soc. 64, 2264, 2268 (1942).

2y Vgl. E. F1scHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 34, 442, 448 (1901).
3) W. H. CAROTHERS, J. Amer. chem. Soc. 57, 2548 (1929).
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zu Fiinf- oder Sechs-Ringen fithren kénnen, praktisch vollstindig unter Ringbildung
verlaufen. Eine Ausnahme bildet nur die Synthese von Polyglycin aus Glycin-
estern1)}4). Aus bis jetzt unerforschten Griinden erfolgt sie entgegen der Regel von
CArOTHERS besonders leicht. Polyglycin kann sogar aus Glycin-dioxopiperazin her-
gestellt werden?). Im allgemeinen aber erfordert die Polypeptidsynthese Kunstgriffe,
welche entweder die Entstehung des sechsgliedrigen Dioxopiperazinringes (I) ver-
hindern®) oder aber diejenigen Reaktionen beschleunigen, welche zur Kettenbildung
fithren. Ein Beispiel fiir die letztere Moglichkeit bietet die spezifische Katalyse der
Polykondensation der a-Aminosiureester durch Fermente?).

2H-AMS*)-OR ——> H-AMS-AMS:OR meeeereeee HN/CQCH_R
H-AMS-ORl R-HC NH
~ L
I co

*) AMS bedeutet Aminosidurerest

CNH.CHR-CO_ H-AMS-AMS-AMS-OR

usw. 1
|

Polypeptide

In einer vorliufigen Mitteilung®) erwdhnen BrockMANN & Musso die Moglich-
keit, die Polykondensation der a-Aminosidureester durch Zusatz von «Protonen-
fingern» zu begiinstigen. Mit Ather verdiinnter Glycin- bzw. pL-Alanin-methylester
gab in Gegenwart von Tritylnatrium die entsprechenden Polyaminosiuren vom
Polymerisationsgrad 12 bis 13; genauere Angaben fehlen.

Unabhingig davon haben wir beobachtet, dass die Methylester der funktionell
einfacheren Aminosiuren (Leucin, Lysin, Asparaginsdure) unter der Einwirkung von
pulverisiertem Natrium ein hauptsichlich aus Polypeptiden und Dioxopiperazin
bestehendes Gemisch ergeben?). Die stark exotherme Umsetzung wird bei 0-5°
durchgefithrt und ist dann nach einigen Stunden beendigt!?).

Im Falle des Leucinesters wird eine harte Masse erhalten. Zur Aufarbeitung wird
mit Methanol zersetzt, mit Wasser verdiinnt und der Brei mit Eisessig lackmussauer
gestellt. Durch Filtration erhilt man den in Wasser unloslichen Anteil des Konden-
sationsprodukts in salzfreiem Zustand.

Diese Substanz kann bei 100° im Wasserstrahlpumpenvakuum nicht vollstindig
getrocknet werden. Das vom scheinbar trockenen Material hartnickig zuriickge-
haltene Wasser (ca. 149,) wird erst allmihlich bei 0,02 Torr iiber P,O; abgegeben.
Der trockene Riickstand (Ausbeute 60-70 Proz. d. Th.) besteht zu rund 2/; aus Di-

4) a) Tu. CurTIUS, Ber. deutsch. chem. Ges. 37, 1284 (1904); P) E. KaTcHALSKI & M. SELa,
Advances Protein Chemistry 73, 243 (1958).

5 A. B. MEGGY, J.chem. Soc. 7956, 1444.

6) Vgl. M. GoopmaN & G. W. KENNER, Advances Protein Chemistry, Vol. XII, S. 465,
New York 1957; W.GrassMANN & E. WUENscH, in L. ZECHMEISTER, Fortschr. Chem. org.
Naturstoffe 73, 444, Wien 1956.

7y M. BRENNER, H. R. MueLLER & R. W, PrisTER, Helv. 33, 568 (1950); M. BRENNER &
R. W. PrIsTER, Helv. 34, 2085 (1951); M. BRENNER, H. R. MUELLER & Eva LICHTENBERG, Helv.
35, 217 (1952); M. BrenNER, H. R. MUELLER & A. VETTERLI, Helv. 35, 227 (1952).

8} H. BRockMANN & H. Musso, Naturwiss. 40, 553 (1953).

9) Vgl. Dissertation von H. R. RICKENBACHER, Universitit Basel, 1952.
10y Vgl. dazu die lange Reaktionsdauer bei FRANKEL & KATCHALSKIY).
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isobutyl-dioxopiperazin und zu rund 3/, aus Leucinpeptiden. Die Trennung in
Peptide und Dioxopiperazin gelingt bei kleinen Mengen leicht durch Vakuum-
sublimation. Fir eine priparative Trennung ist es giinstiger, das Leucin-dioxo-
piperazin mit konz. Mineralsduren (65-proz. H,SO, oder 36-proz. HCl) als Oxonium-
salz herauszulGsen; aus solchen Losungen lisst es sich durch Verdiinnen mit Wasser
grossenteils unverdndert wieder ausfillen. Nach einer ersten Sdurebehandlung be-
tragt der Dioxopiperazingehalt im Sdure-unldslichen Anteil noch rund 149, und
nach zwei weiteren Behandlungen etwa 39%,. Das derart gereinigte und anschliessend
sdurefrei gewaschene Kondensat entspricht mengenmissig etwa 1/, des eingesetzten
Leucin-methylesters. — Organische Losungsmittel sind zum Herauslésen des Dioxo-
piperazins viel weniger geeignet. Fiir die Erzielung einer wirkungsvollen Trennung
scheint somit die Aufspaltung von intermolekularen Wasserstoffbriicken von Be-
deutung zu sein.

Das in Wasser und konz. Mineralsdure schwerldsliche Kondensationsprodukt
wird bei der Ninhydrinreaktion im Reagensglas blau, bei der Biuretreaktion rot-
violett angefiarbt, wihrend die wisserige Phase in beiden Fillen farblos bleibt1?),
Es ist in Methanol wenig 16slich; in Eisessig und Pyridin 16sen sich etwa 75 Prozent
der Substanz. Fiir die nachfolgend beschriebenen analytischen Untersuchungen
diente der pyridinldsliche Anteil: Die Pyridinlgsung wurde im Vakuum eingedampit,
der Riickstand in 2N Essigsiure suspendiert, abgesaugt, mit Wasser gewaschen
und im Hochvakuum bei 100° tiber P,O; zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Titrimetrisch wurden mittlere Molekulargewichte von 1250 (Titration mit
Kaliumhydroxyd in Methanol-Isopropanacl), bzw. 1130 (Titration mit Perchlor-
sdure in Eisessig) gefunden. Die mittlere Molekulargrésse des Produkts entspricht
demnach ctwa derjenigen des Decapeptids (Molekulargewicht 1130). Unter Annahme
eines Restgehaltes an Feuchtigkeit von 1,59, stimmen auch die Verbrennungswerte
auf Leucindekapeptid.

Tabelle 1. Hydrolysenlosung von Polyleucin, analytische Daten

Aminosidure—
CO,

mg % ?) mg % 2) mg %)

Hydrolysenlésung .| 33,42 mg N | 32,15 96,2 | 101,6 96,7 | 0,553 1,65
Vergleichslosung . .| 34,76 mg N | 34,87 | 100,3 | 109,2 | 100,0 — —

Total-N NH,-N
(KJELDAHL)

NH N

3) Bezogen auf Totalstickstoff.

Bei 15stiindiger Hydrolyse mit 6N Salzsiure im Bombenrohr bei 145° wird
praktisch reines Leucin zuriickerhalten. Dies ergibt sich einerseits aus dem papier-
chromatographischen Vergleich des Hydrolysats mit einer Leucinlosung dhnlicher
Konzentration und andererseits (s. Tab. 1} aus Bestimmungen von Totalstickstoff,
Amino-Stickstoff und Ninhydrin-CO, in der Hydrolysenlésung, die mit den an einer
Vergleichs-Leucinlésung dhnlicher Konzentration bestimmten Zahlen verglichen
wurden. Die Genauigkeit der Messungen betriagt + 29,.

1) Nach E. ABDERHALDEN & R. FLEIscumaNnN, Fermentforsch. 9, 524 (Chem. Zbl. 7928, 11,
580) ist bercits L-Leucyl-L-leucyl-L-leucin in Wasser unléslich.
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Die Werte fiir a-Aminosdure-CO, und Amino-Stickstoff stehen unter sich in
bester Ubereinstimmung und entsprechen auch im Hydrolysat bei Beriicksichtigung
des Ammonium-Stickstoffs (1,659,) innerhalb der Fehlergrenze dem vorhandenen
Totalstickstoff. Das gereinigte Kondensat ist demnach ganz aus Leucinresten auf-
gebaut. Dieses Analysenergebnis schliesst insbesondere aus, dass das gereinigte
Kondensat nennenswerte Mengen von Aminoketonen (z. B. IT) oder Aminoacyloinen
(z. B. I1I) enthielt.

NH, O NH, O NH, OH O NH,

Lo Lo 0l

CH—-C-C—C-OR CH—C—C-C

| I i | |
T R R MM R H R

Die Entstehung solcher Stoffe erscheint unter den energischen Bedingungen unserer
Aminosaureester-Kondensation nicht ausgeschlossen; ihre Gegenwart hitte aber das
Verhiltnis von Amino-Stickstoff zu Ninhydrin-CO, verdndern miissen, denn bei der
Hydrolyse verwandeln sie sich nicht mehr in Leucin zuriick12).

Das zuriickgewonnene Leucin ist racemisch. Der Verlust der optischen Aktivitit
erfolgt wahrscheinlich wihrend der Kondensation und ist im Hinblick auf die Basi-
zitdt des Milieus verstdndlich.

Das Kondensat von pr-Lysin-methylester ist wasserlgslich!3). Aus der mit Salz-
sdure lackmussauer gestellten, stark verdiinnten wisserigen Losung fillt Pikrin-
sdure ein Oliges Pikrat. Dieses ldsst sich mit kaltem Wasser natriumfrei waschen.
Aus dem Pikrat wird auf tibliche Weise ein gut wasserlésliches Hydrochlorid ge-
wonnen. Entfernt man aus dessen wisseriger Losung mit dem stark basischen
Ionenaustauscher Dowex-2 die Chlor-Ionen und dampft ein, so hinterbleibt das
basische Kondensationsprodukt als eine glasige, Biuret- und Ninhydrin-positive
Masse. Das gefundene Verhiltnis N-Atome (KjELDAHL)/freie Carboxylgruppen
(Titration mit methanolischer KOH in Isopropanol) von 13,6:1 weist auf einen
mittleren Polymerisationsgrad von 7 hin, unter dem Vorbehalt, dass das Produkt
weder Dioxopiperazin, noch a-Aminocaprolactam, noch unverseifte Estergruppen
enthidlt. Bei der Hydrolyse werden 96,39, des Totalstickstoffs (KJjELDAHL) als Lysin
{kolorimetrisch bestimmt) zuriickerhalten. Das isolierte Polylysin gibt ein amorphes
Pikrat, dessen Verbrennungswerte auf die Formel H(Lys)6 11OH (Pikrinsdure), 5,
passen, was mit dem obigen Titrationsergebnis in guter Ubereinstimmung steht.

Das ebenfalls wasserlésliche, aber dunkelbraune Kondensationsprodukt aus pir-
Asparaginsdure-dimethylester ist durch Filtration iber Amberlite IRC 50 und
Amberlite IR 120 von Natrium-Ionen und niedrigmolekularen kationischen Begleit-
stoffen befreit worden. Mit Cu?+-Ionen entsteht eine intensiv griine Farbe, wihrend
BERGER & KATCHALSKIM) bei ihrer Polyasparaginsiure vom MG 9200 eine griine
Fillung beobachteten. Im Gegensatz zu BERGER & FRANKELM) finden wir die
Biuretprobe bei unserem Produkt negativ. Nach Verseifung mit Salzsiure reagierten

12} Es ist immerhin denkbar, dass das Auftreten von Ammonium-Tonen im Hydrolysat
(s. Tab. 1) wenigstens teilweise auf eine Zersetzung von Verbindungen des Typus II oder IIT
zuriickzufithren sind.

13) Ubersicht {iber synthetische Poly-¢-aminosiuren siche 4b).

14) A. BERGER & E. KaTcHALsKI, J. Amer. chem. Soc. 73, 4084 (1951).

15) M. FRaNKEL & A. BERGER, Nature [London] 763, 213 (1949).
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nur 419, des Totalstickstoffs mit Ninhydrin. Die Natrium-induzierte Polykon-
densation von Asparaginsiure-dimethylester ist demnach in erheblichem Masse von
Nebenreaktionen begleitet. Sehr wahrscheinlich handelt es sich um Neubildung von
C—C-Bindungen. Jedenfalls sind die konstitutionellen Voraussetzungen fiir diese
Reaktionsweise beim Dimethylester der Asparaginsidure giinstiger als beim Methyl-
ester des Leucins (aktivierte Methylengruppe).

Es war zu erwarten, dass sich Asparaginsiure-dimethylester auch im Gemisch
mit anderen Aminosidureestern dhnlich verhalten werde. Fiir die Herstellung von
Produkten mit mehreren sauren Gruppen in der Molekel wurde er trotzdem heran-
gezogen, da die Verwendung von Glutaminsiure-dimethylester als Reaktionspartner
wegen der grossen Neigung zur Fiinfring-Lactambildung (Pyrrolidoncarbonsdure-
ester) ausser Betracht fillt.

Bei der Kondensation eines Gemisches der Methylester von L-Leucin (1 Mol),
pr-Lysin (0,227 Mol) und pL-Asparaginsdure (0,227 Mol) erhalt man ein in Wasser
relativ schwerlésliches Kondensationsprodukt in einer Ausbeute von 659, d. Th.
Die Reinigung durch Behandlung mit starken Sduren ist hier mit grésseren Verlusten
verbunden. Das salzsaure Hydrolysat des gereinigten Kondensationsproduktes ent-
hielt bei einem Molverhiltnis von Leu:Lys: Asp = 1:0,13: 0,19 relativ weniger
Lysin und Asparaginsdure als das urspriingliche Estergemisch. Aus dem Gehalt an
Leucin und Lysin und aus der titrimetrischen Bestimmung der Aminogruppen er-
rechnet sich fiir das gereinigte Kondensationsprodukt ein mittleres Molekular-
gewicht von etwa 4000. Die Bestimmung der Carboxylgruppen ergab ein vom er-
rechneten Sollwert abweichendes Resultat. Eine Ubereinstimmung der Werte ergibt
sich unter der Annahme, dass neben der auf normale Weise sdureamidartig einge-
bauten Asparaginsdure im Kondensat eine ungefahr gleichgrosse Menge aus Asparagin-
sdureester entstandener Nebenprodukte eingebaut sind, die nur gewichtsmaéssig,
nicht aber bei der Carboxylgruppenbestimmung und der kolorimetrischen Amino-
sdurebestimmung im Hydrolysat in Erscheinung treten. Ahnlich miissen die Hydro-
lysen- und Titrations-Ergebnisse beim Mischkondensat aus Leucinester und As-
paraginsiureester interpretiert werden. Beim Kondensationsprodukt aus Leucin-
und Lysin-methylester (mittleres Molekulargewicht 2000) stimmen die Titrations-
werte (basische und saure Gruppen) mit der Aminosdurezusammensetzung des
Hydrolysats gut miteinander iiberein.

Mit den verschiedenen Produkten wurden einige Fiarbeversuche angestellt. Er-
wartungsgemadss zieht das anionische Helianthin stark auf das Leucin-Lysin- und
das Leucin-Lysin-Asparaginsdure-Kondensat und nur schwach auf das reine Poly-
leucin und das Leucin-Asparaginsiure-Kondensat. Umgekehrt zeigt das kationische
Malachitgriin starke Affinitit zum Leucin-Asparaginsdure- bzw. Leucin-Lysin-
Asparaginsdure-Kondensat und schwache Affinitdt zum reinen Polyleucin und
zum Leucin-Lysin-Kondensat.

Was die Frage des moglichen Reaktionsmechanismus anbetrifft, so ist dabei aus-

driicklich zwischen der Einwirkung von dquivalenten Mengen Natriumalkoholat
und von metallischem Natrium zu unterscheiden.

18) C. K. INngoLD, Structure and Mechanism in Organic Chemistry, G. Bell & Soms. Ltd.,
London 1953, S. 757-758.
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Natriumalkoholat und andere Protonenfinger hemmen mehr oder weniger wirk-
sam die Cyclisierung zu Dioxopiperazinen?) und begiinstigen dadurch die lineare
Kondensation von Aminosiureestern®). Die Anderung der Reaktionsrichtung muss
offensichtlich auf der Stufe des Dipeptidesters erfolgen. Wir fithren sie auf die Ioni-
sierung der Peptidbindung zuriick. Die negative Ladung vermindert induktiv?6)
die Reaktivitit des Dipeptidester-carbonyls und benachteiligt so die intramolekulare
Aminolyse nach A gegeniiber der intermolekularen Aminolyse nach B mit der nicht
gehemmten Carbonylgruppe eines Aminosdureesters.

O

o il
Nz=====( NH,
| | l
H-C-R H-C-R  H-C-R
A B
O=C «——NH, —> C=0

(|)CH3 C|)CH3

Eine gleichzeitig erhshte Nucleophilie der Aminogruppe wirkt auf beide Reak-
tionsarten aktivierend und ist deshalb ohne dirigierenden Einfluss. Abgesehen von
ihrem induktiven Effekt diirfte die negative Ladung den Doppelbindungscharakter der
Peptidbindung vergrossern und dadurch die Ringbildungsreaktion noch einmal er-
schweren. Der Ringschluss erfordert nimlich in der Regel eine vorgidngige Drehung
um die N-C-Achse der Peptidbindung, da die «-C-Atome der beiden Aminosdure-
Reste in bezug auf diese Achse normalerweise frans-stindig sind?). Die Konden-
sation der Aminosiureester wird durch Alkoholatzusatz auch ausbeutemdissig beein-
flusst. Man erhilt, wie eigene Versuche mit dquimolekularen Mengen Natrium-
alkoholat und Ester bestitigen, insgesamt weniger wasserunlosliche Kondensations-
produkte (Dioxopiperazine, Polypeptide)?). Schon alkoholfreies Natriumalkoholat
hat diese Wirkung. Sie ist wahrscheinlich einer Umkehrung der Kondensation (Al-
koholyse) und vielleicht auch einer teilweisen Blockierung des Aminosdureesters
durch Ausbildung von Alkoxyladdukten NH,~CHR-C(OR),~O~ zuzuschreiben.

Bei der Natrium-induzierten Kondensation der Aminosiure-methylester findet
man eine héhere Gesamtausbeute als bei der Einwirkung von Natriummethylat.
Die héhere Ausbeute ist vielleicht dem anfinglichen Fehlen von Methanol und der
tief gehaltenen Reaktionstemperatur zuzuschreiben. Wahrscheinlich spielt aber auch
die Metalloberfliche eine erhebliche Rolle. Wir vermuten mit PRELOG ef al.18), dass
die Estermolekeln mit ihren polaren Gruppen an der Oberfliche des Natriummetalls
absorbiert werden (s. Figur). Wegen der dabei herrschenden sterisch giinstigen Ver-

R R
I ]
[ {
c c /
/HZN/|\H H,N" | H /
COOCH, COOCH, /

hiltnisse werden rasch zahlreiche Peptidbindungen entstehen. Dabei ist die Cycli-
sierung von Dipeptidestern gegeniiber der linearen Kondensation im Vergleich zu

17) 8. I. MizusHiMA, Adv. Prot. Chemistry 9, 299 (1954).
18y V. PrELOG, L. FRENKIEL, MARGRIT KOBELT & P. BaArRMAN, Helv. 30, 1741 (1947).
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den Verhiltnissen, wie wir sie in Lésung antreffen und oben diskutiert haben, noch
einmal benachteiligt. Dipeptidester mit frans-Konstellation an der Peptidbindung
kénnen ndmlich ohne vorherige Desorption von der Oberfliche nicht in Dioxo-
piperazine iibergehen; die unmittelbare Nachbarschaft zur Oberfliche steht der er-
forderlichen trans - cis-Umlagerung im Wege. Neben dieser direkten sterischen
Wirkung ist der Oberfliche noch eine indirekte Wirkung zuzuschreiben: Als Folge
der Oberflichenreaktion entsteht lokal hochkonzentriertes Natriummethylat, und
es miissen demnach an der Oberfliche die Ladungseffekte der ionisierten Peptid-
bindung besonders wirksam werden. Wegen der stindigen Neubildung von Methylat
dndert sich diese spezielle Situation erst nach dem Verschwinden des Natriums.
In der angrenzenden L&sung ergeben sich bei allmihlich steigender Methylatkonzen-
tration langsam die oben besprochenen Verhiltnisse der Alkcholat-dirigierten Kon-
densation. An der Natriumoberfliche entstehen demnach fast nur Polypeptide, in
der Lésung Polypeptide und Dioxopiperazin, wobei natiirlich anfangs die Ober-
flichenreaktion und spéter die Lésungsreaktion vorherrscht. Die experimentell ge-
fundene durchschnittliche Zusammensetzung unserer Endprodukte ldsst sich somit
auf Grund der entwickelten Vorstellungen zwangslos interpretieren.

Experimenteller Teil
I. Kondensationen von L-Leucin-methylester.

L-Leucin-methylester und pulvevisievtes Natvium. In 49 g trockenen rL-Leucin-methylester!?)
tragt man bei — 10° auf einmal 8 g (1 g-Atom pro Mol Ester) frisch pulverisiertes, Xylol-feuchtes
Natrium?’) ein (500-ml-Dreihalskolben, Riihrer, Ausschluss von Luftfeuchtigkeit und CO,).
Unter langsamer Wasserstoffentwicklung erwarmt sich das Gemisch auf 5° und wird, solange es
sich rithren lasst (3 bis 4 Std.) auf dieser Temperatur gehalten. Wenn die Masse steif geworden
ist, wird das Kihlbad entfernt; die Reaktion klingt dann unter Erwarmen auf 40 bis 50° aus. Die
nunmehr hart gewordene Masse wird unter Kithlung mit 25 ml Methano! zersetzt und dic klare
Losung in 100 ml eiskaltes Wasser gegossen; dabei fillt das Kondensat fast farblos aus. Nach
Neutralisieren mit Eisessig wird es abgesaugt und bei 20 Torr bis zur Gewichtskonstanz getrock-
net. Ausbeute: 29 g, Wassergehalt 149;. Erst beim Trocknen im Hochvakuum wird die restliche
Feuchtigkeit abgegeben (s. u.). Bei der Biuret- und Ninhydrin-Reaktion werden die in Wasser un-
loslichen Knéllchen rotviolett bzw. dunkelblau angefdarbt. Die Losungen selbst bleiben farblos.
Das essigsaure Filtrat gibt positive Biuret- und Ninhydrin-Reaktionen.

L-Leucin-methylester und Natviummethylat in ibevschiissigem Methylalkohol. 1 ml L-Leucin-
methylester und 375 mg in 3,2 ml Methanol geléstes Na-Methylat werden am Riickflusskiihler
(Natronkalkrohr) 18 Std. gekocht; Ausgiessen in iiberschiissige 2N Essigsdure ergibt 300 mg
farblose Flocken. Biuret- und Ninhydrin-Reaktionen positiv. Nicht ndher untersucht.

L-Leucin-methylester und Natviummethylat. Molarc Mengen werden 15 Std. bei 150° Bad-
temperatur gehalten. Gleiche Ausbeute und Reaktionen wie bei der Kondensation in Gegenwart
von Methanol. Nicht ndher untersucht.

A. Eigenschaften und Reinigung des mit pulverisiertem Natrium erhaltenen
Kondensationsprodukts. — Lislichkeiten. In heissem Wasser sehr wenig 16slich ; teilweise 16slich
in Methanol, Athanol, Isopropanol; fast vollstandig 16slich in Eisessig und Pyridin; unléslich in
Ather und Essigester.

19) Das r-Leucin enthielt L-Isoleucin. Der i.V. destillierte Ester wurde mit 4 T. absol. Ather
verdiinnt und iiber Nacht mit 0,2 T. CaO geschiittelt. Nach Abfiltrieren vom CaO wurde im
Vakuum destilliert (Natronkalkrohr an der Siedekapillare und CaCl,-Rohr zwischen Wasser-
strahlpumpe und Vorlage).

20) Hergestellt mit dem Vibro-Mischer (Dr. ing. HaNs MULLER, Ziirich) im eng passenden
Kochglas in Xylol. Mittlerer Durchmesser der Natriumkornchen 0,02 cm.
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Dioxopiperazingehalt. Sublimation: Im einseitig geschlossenen Glasréhrchen werden 40 mg
bei 0,02 Torr innert 30 Min. von 150° auf 180° erhitzt (Aluminiumblock). 309, sublimieren fort.
Das Sublimat wird aus 95-proz. Alkohol umkristallisiert: Nadelchen vom Smp. 257-258° (korr.);
keine Smp.-Depression mit Leucin-dioxopiperazin, hergestellt aus dem Methylester desselben
Leucins durch Erhitzen auf 180-190° nach FiscHER?).

Reinigung. In der Reibschale wird 1 Gew.-Teil des Rohproduktes (ca. 149, Wasser enthal-
tend) mit 5 Vol.-Teilen 65-proz. Schwefelsiure gemahlen. Nach fiinf Min. wird durch eine Glas-
nutsche abgesaugt und der Filterkuchen zweimal mit Sdure nachgewaschen. Man suspendiert in
50 ml Wasser, versetzt unter Kiihlung mit Natronlange im schwachen Uberschuss und stellt mit
2N Essigsdure lackmussauer. Nach 15 Min. wird abgesaugt und bei 12 Torr und 100° bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet. Nach zweimaliger Wiederholung des Prozesses betragt die Aus-
beute 329 bezogen auf L-Leucin-methylester, und der Dioxopiperazingehalt 2 bis 4%,. 2,2 g des
so gewonnenen Dioxopiperazin-freien, getrockneten Leucinkondensats werden in 66 ml warmem
Pyridin gelést und die Lésung durch eine Glasnutsche G3 gesaugt. Es hinterbleibt eine gallertige,
nicht ndher untersuchte Masse, welche moglicherweise aus hoheren Peptiden besteht. Das Filtrat
wird im Vakuum zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 2~ Essigsiure angeriihrt, abfiltriert,
mit Wasser gewaschen und bei 0,02 Torr iiber P,O; bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Ausbeute 1,4 g. Farbloses hygroskopisches Pulver.

B. Analytische Untersuchungen. — Hydrolyse. 280 mg Dioxopiperazin-freies und in Pyridin
gereinigtes Leucin-Kondensat werden mit 29 ml HC11:1 im Bombenrohr 14 Std. auf 145° erhitzt.
Von braunen Flocken (3,2 mg) wird durch eine Glasnutsche abgesaugt und das Filtrat zur Trockne
verdampft. Zur Entfernung der Salzsiure werden vom Riickstand dreimal je 10 ml Wasser ab-
destilliert. Zum Schluss spiilt man in einen 10-ml-Masskolben21).

a) Totalstickstoff nach KyELDAHL. Gef. in 0,5 ml Loésung: 1,668 und 1,676 mg N, oder 313,2 mg
Leucin fiir die ganze Hydrolysenldsung.

b) Aminogruppen nach VAN SLYKE??), Gef. in 0,2 ml Losung: 0,6306, 0,6530, 0,6446 mg N,
oder 301,0 mg Leucin fiir die ganze Hydrolysenlésung.

c) Aminosiure-COy nach VAN SLYKE®). Gef. in 0,2 ml Lésung: 2,01, 2,04, 2,05 mg Amino-
sdure-CO,, entspr. 302,6 mg Leucin fiir die ganze Hydrolysenlésung.

d) NH,t-Tonen nach CoNway?), Gef. in 0,1 ml Hydrolysenldsung: 5,53 ¥ N (Mittel aus 6 Mes-
sungen); fir die ganze Hydrolysenlosung: 553 y Stickstoff.

e) Optische Aktivitit. Die aus dem Hydrolysat gewonnene freie Aminosiure erwies sich als
inaktiv (Losung in 6 N HCI).

Titration mit HCIO,. 132,5 mg gereinigtes Polyleucin werden durch kurzes Erwiarmen auf
50° in Eisessig gelost und das Volumen auf 10 ml gestellt. Man titriert Anteile von je 2 ml mit
0,1000N§ HCIO, in Eisessig gegen a-Naphtolbenzein. Gef.: 11,75 pAquiv. NH,/ml Lésung (Mittel-
wert aus vier Titrationen). Aquivalentgewicht: 1128.

Titration mit KOH. 81,5 mg gereinigtes Polyleucin werden in Isopropylalkohol gelost, die
schwach triibe Losung auf 5 ml gestellt und Anteile von je 1 ml mit 0,01~ KOH in Methanol
gegen Phenolphtalein, am Schluss bei 70°, titriert. Nach Abzug des Blindwertes gefunden: 13,2
und 12,9 pAquiv. COOH/ml Losung. Aquivalentgewicht: 1250.

Verbrennungsanalyse und Methoxylbestimmung, berechnet auf Leucindecapeptid.

CgoH112041 Ny (1149,7)  Ber. € 62,67 H 9,82 N 12,19 CH,0 0%
id. + 1,59, H,O . ., 61,72, 9,84, 12,00 o 0%
Gei. ,, 61,41 ,, 9,59 ,, 11,90 ., 0% (nach ZEIsEL)
II. Kondensation von DL-Lysin-methylester

1,7 g pr-Lysin-methylester®) (10,6 mMol) werden bei —10° mit 245 mg pulverisiertem
Natrium (10,7 mg-Atome) versetzt (Rithrer, Thermometer und Natronkalkrohr) und bei 5°
geriihrt; das Gemisch wird innert 2-3 Std. zdhfliissig. Nach Stehen iiber Nacht bei Zimmer-

21y Zum Vergleich wurden die analytischen Bestimmungen auch mit einer wisser. L-Leucin-
16sung bekannter Konzentration durchgefiihrt.

22) D. D. VaN SLYKE, J. biol. Chemistry 76, 121 (1913); 23, 407 (1915).

28) BaMANN-MYRBAECK, Methoden der Fermentforschung, Leipzig 1941, Bd. 1, S. 1107-1116.

#} E. J. Conway, Micro-diffusion Analysis and Volumetric Error, London 1947.

25) E. FiscHuErR & U. Suzuki, Ber. deutsch. chem. Ges. 38, 4181 (1905).
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temperatur wird unter Kiithlung mit 2 ml Methanol zersetzt und der Alkoholim Vakuum entfernt.
Man 16st in Wasser, neutralisiert mit 2N Salzsidure bis eben lackmussauer, verdiinnt auf 120 ml
und versetzt die Losung in der Warme mit der heissen Losung von 4,4 g Pikrinsdure (19,2 mMol)
in 160 ml Wasser. Das ausgefallene zihe Ol wird kalt auf der Glasnutsche gewaschen und an-
schliessend im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 2,93 g, natriumfrei.

Das Produkt wird in 20 ml 1N Salzsdure gelést und die Pikrinsiure iiber Nacht mit Ather
im KUTSCHER-STEUDEL-Apparat extrahiert. Nach Eindampfen der wisserigen Phase destilliert
man im Vakuum noch dreimal Wasser vom Riickstand ab und erhilt so 0,97 g Hydrochlorid als
farbloses Ol. Man 16st in 40 m1 Wasser und entfernt die Chlor-Tonen mit dem Anionen-Austauscher
Dowegx-2. Beim Eindampfen der Losung hinterbleibt Polylysin als eine harte, glasige Masse.

Analytische Untersuchungen. — Hydrolyse. Polylysin (ca. 30 mg Trockensubstanz) wird
mit 3 ml HC11:1 im Bombenrohr 14 Std. auf 140° erwidrmt. Man dampft i.V. cin und destilliert
vom Riickstand im Vakuum dreimal Wasser ab. Das kristallisierende Ol wird in Wasser gelost
und in einen 10-ml-Masskolben gespiilt.

a) Totalstickstoff nach KJELDAHL. In 2 ml Hydrolysenlésung gefunden: 10,40 und 10,42 mg
Lysin,2HCI, entspr. 52,1 mg Lysin,2HCl in der ganzen Hydrolysenlésung.

b) Kolorimetrische Lysinbestimmung. Es wurde das Verfahren von BoissoNNas?®) verwendet,
welches sich insbesondere bei der Bestimmung von Aminosduregemischen, nach vorangegangener
Papierelektrophorese, bewéhrte. — Aus einer Mikrometer-Biirette wird 1/,,, ml Hydrolysenlésung
auf WratMaN-Papier Nr.1 aufgetropft. Nach Besprithen mit methanolischer KOH wird der
Fleck ausgeschnitten, die Aminosiure extrahiert und kolorimetrisch bestimmt (BEckMaN Spek-
trophotometer, Modell DU). Dic gegen ecine Vergleichs-Lysinlésung bestimmten Werte ergaben
fiir 1/,5, ml: 48,8, 48,6, 49,9, 52,1, 49,7 v, im Mittel 50,1 p Lysin,2HCI. In 10 ml Hydrolysen-
l6sung: 50,1 mg Lysin,2 HCL

¢) pDL-Lysin-dipikrat. Das aus dem Hydrolysat erhaltene prL-Lysin-dipikrat hat einen Smp.
191-193° korr. 2?). Misch-Smp. mit authentischem Material ohne Depression.

Titration mit KOH. Polylysin (ca. 60 mg Trockensubstanz) gelost in 0,3 ml Wasser wird im
Masskolben mit 85-proz. Isopropylalkohol auf 5 ml verdiinnt. KyjELDAHL-Analyse ergab 0,4940
und 0,4935 mMol Lysin bzw. Lysylreste fiir die ganze Losung. Titration mit methanolischer
KOH ergab 0,07225 mAquiv. Carboxygruppen fiir die ganze Ldsung. Verhiltnis Lysinreste:
—COOH = 6,8:1.

Pikrat von DL-Polylysin. Gereinigtes Polylysin wird ins Pikrat iibergefiihrt (s. 0.). Die Sub-
stanz wird bei 110° und 12 Torr zu ciner pulverisierbaren Masse getrocknet. Smp. 125-130°
(unkorr., geschlossenes Réhrchen). Mit Wasser versetzt, klebriges Ol, in heissem Wasser 18slich,
in kaltem schwer 16slich.

H(Lys),OH, (C;H,0,Ny)q Ber. C 39,33 H 4,04 N 19,369
H(Lys);OH, (C.HyO,Ny)¢ 5 s 38,989
H(Lys);,;OH, (CH;0;Ny), » 0 39,68%

Gef. ,, 39,36 ,, 4,01 ,, 19,449

III. Kondensation von pL-Asparaginsaure-dimethylester

16,1 g pL-Asparaginsiure-dimethylester (0,1 Mol) werden bei —10° mit 5,1 g (0,22 g-Atom)
pulverisiertem Natrium versetzt (Riihrer, Thermometer, Natronkalkrohr). Unter langsamer
Wasserstoffentwicklung wird das Gemisch bei 5° innert 6 Std. z&dhfliissig. Nach Stehen iiber
Nacht versetzt man unter Kithlung mit 50 ml Methanol, destilliert den Alkohol im Vakuum
wieder ab und lést in 200 ml Wasser. Durch Behandlung mit lonenaustauschern im Ubecrschuss
werden die Natrium-Ionen entfernt. Zuerst wird die Losung mit 20 g feuchtem Carboxyl-Kunst-
harz IRC-50 geriihrt (Kapazitit des feuchten Harzes ca. 12 mAquiv./g), dann mit 60 g feuchtem
Sulfosiure-Harz Amberlite IR 120 (Kapazitit des feuchten Harzes 11/,-2 mAquiv./g). Anschlies-
send passiert sie noch ein Chromatographierohr mit 60 g feuchtem Amberlite IR 120. Die lacksmu-
saure [.osung wird im Vakuum zur Trockne verdampft. Ausbeute: 7,50 g (659,) braunes, flockiges
Pulver. Positive Ninhydrin- und negative Biuret-Reaktion. Leicht 16slich in Wasser, unloslich
in Aceton und Chloroform. Mit Cu®t-Tonen grasgriine Farbe, mit Pb?*-Ionen Fallung.

26) R. A. Boissonwnas, Helv. 33, 1975 (1950).
27) D. W. ApamsonN, J. chem. Soc. 7939, 1566, gibt an: Smp. 188-190°.
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Analytische Untersuchungen. — Hydrolyse. 54,3 mg Polyasparaginsiure (Na-frei) werden
mit 4 ml HC] 1:1 im Bombenrohr bei 140° 14 Std. hydrolysiert. Von braunen Flocken wird durch
eine Glasnutsche abgesaugt und das Filtrat im Vakuum zur Trockne verdampft. Vom Riickstand
wird dreimal im Vakuum Wasser abdestilliert. Man spiilt in einen 10-ml-Masskolben.

a) Totalstickstoff nach KjELDAHL. Gef. in 2 ml Losung: 1,200 mg N, oder 57,2 mg Asparagin-
sdure fiir die ganze Hydrolysenlésung.

b) Kolovimetrische Aminosdurebestimmung. Verwendet wurde die Methode von BoissonNas 26).
Die gegen eine Asparaginsidurelosung bekannter Konzentration erhaltenen Werte betragen fiir
1100 ml: 23,5, 23,5, 24,3, 23,8, 23,4, 23,6 y, oder 23,7 mg Asparaginsiure fiir die ganze Hydro-
lysenlosung. Dies entspricht nur 429, des in der Hydrolysenlésung gefundenen Stickstoffs.

Titration. mit HCIO,. 57 mg Substanz werden in Eisessig gelost, die Losung auf 10 ml gestellt
und Anteile von 2 ml mit 0,1000n HCIO, in Eisessig gegen o-Naphtolbenzein titriert. Gef.:
0,0123, 0,0125, 0,0128 mAquiv. NH,/ml Losung, entspr. 1 Aquiv. NI, in 460 g Substanz. Diese
Zahl kann nicht als mit dem Molekulargewicht identisch betrachtet werden, da der grossenteils
nicht-sdureamid-artige Aufbau des Kondensats erwiesen ist.

Titration mit KOH. 40,6 mg Substanz werden in 85-proz. Isopropylalkohol geltst, dic Lésung
auf 5 ml gestellt und Anteile von je 1 ml mit0,00768 N KOH in Methanol gegen Phenolphtalein
titriert, Gef.: 0,0715, 0,0704, 0,0710 mAquiv. COOH/ml Lésung, entspr. 1 Aquiv. COOH auf
115 g Substanz.

IV. Kondensation eines Gemisches von Leucin-, Lysin- und Asparaginsiure-Ester

Das Gemisch aus L-Leucin?)-methylester (16 g), pL-Lysin-methylester (4 g) und pL-Aspara-
ginsiure-dimethylester (4 g) wird mit pulverisiertem Natrium (4 g) kondensiert und aufgearbeitet,
wie fiir L-Leucin-methylester (s. o. sub I) beschrieben. Ausbeute an wasserunléslichem Kondensat:
12 g. 259, sublimieren im Hochvakuum bei 150-180° fort. Bei der Schwefelsdure-Reinigung be-
trigt der Verlust 659%,. Nach zweimaliger Reinigung sublimieren noch 19,. Zur Analyse wird
durch Lésen in 20 Vol.-Teilen Pyridin bei 60°, Filtrieren dieser Lésung durch eine Glasnutsche
G3, Abdestillieren des Pyridins im Vakuum und Aufnehmen in wisseriger Essigsdure noch weiter
gereinigt. Man trocknet im Hochvakuum iiber P,O4 2 Std. bei 100°.

Analytische Untersuchungen. — Hydrolyse. 82,4 mg gereinigtes Kondensationsprodukt
werden mit 6,2 ml HCI 1:1 16 Std. im Bombenrohr bei 135° hydrolysiert. Man entfernt die
Salzsiure im Vakuum, dampft vom Riickstand dreimal Wasser ab und spiilt in einen 10-ml-
Masskolben. Je 1f,,, ml dieser Losung werden auf Papierstreifen WHATMAN Nr. 1 aufgetropft
und die Aminosiuren papierelektrophoretisch voneinander getrennt28). Quantitative Bestimmung
erfolgt nach BoissoNNas?$) im Vergleich mit einer Losung, die bekannte Mengen aller drei
Aminosdauren enthilt, welche ebenfalls papierelektrophoretisch voneinander getrennt werden.
Gefunden: Leucin: 63,0, 60,1, 54,8 mg; Mittelwert: 59,3 mg; Lysin, 2 HCl: 12,7, 14,1, 10,95 mg;
Mittelwert: 12,6 mg; Asparaginsiure: 13,25, 11,4, 9,20 mg; Mittelwert: 11,3 mg. Die Summe der
Gewichte der Aminosédurereste (Aminosaure minus H,O) ergibt nur 68,3 mg. Unter der Annahme,
dass im Kondensat nur etwa die Hilfte der Asparaginsiure sdureamidartig einkondensiert und
im Hydrolysat kolorimetrisch als Asparaginsidure fassbar ist, besteht innerhalb der Fehlergrenzen
Ubercinstimmung mit dem Gewicht der Einwage.

Titration mit HCIO,. 101,1 mg gereinigtes Kondensat werden in Eisessig gelost, die Lésung
auf 10 ml gestellt und Anteile von je 2 ml mit 0,1000x HCIO, in Eisessig gegen a-Naphtolbenzein
titriert. Gef.: 0,00975, 0,0102 mAquiv. NH,/ml Lésung. In 101,1 mg Kondensat sind somit
0,0995 mAquiv. NH,-Gruppen vorhanden. Da 0,0706 mAquiv. auf Aminogruppen des Lysins
entfallen, bleiben fiir Amino-Endgruppen 0,0259 mAquiv. iibrig. Molekulargewicht: 3900.

Titration mii KOH. 28,4 mg gereinigtes Kondensat werden in Isopropylalkohol gelést, die
Losung auf 5 ml gestellt und Anteile von je 1 ml mit 0,00768 x KOH in Methanol gegen Phenol-
phtalein titriert. ImVerlaufe der Titration wurde die triibe Lésung klar. Gef.: 5,46 und 5,194 Aquiv.
COOH/ml-Lésung, entspr. 3,66 Aquiv. COOH in 3900 g Kondensationsprodukt.

Als wahrscheinliche mittlere Zusammensetzung des Kondensats ergibt sich ein Aufbau aus
22 Leucin-, 3 Lysin-, 4 siureamidartig und 4 andersartig eingebauten Asparaginsiure-Resten.

28) Citratpuffer vom pH 6; Linge der Papierstreifen 30 cm; Gleichspannung von 320 Volt.
136
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V. Kondensation eines Gemisches von Leucin- und Lysin-Ester

Das Gemisch aus 11,9 g r-Leucin!®-methylester und 2,5 g pL-Lysin-methylester wird mit
2,5 g pulverisiertem Natrium kondensiert und aufgearbeitet, wie fiir L-Leucin-methylester (s. o.
sub I) beschrieben. Ausbcute an wasserunldslichem Kondensat: 8,4 g. 209, sublimieren im Hoch-
vakuum bei 150-180° fort. Das Rohprodukt wird durch Lgsen in Pyridin, Filtrieren usw. (s. 0.)
gereinigt.

Analytische Untersuchungen. — Hydrolyse. 75 mg des gereinigten Kondensationsprodukts
werden mit 6,1 ml HCl 1:1 16 Std. im Bombenrohr bei 135° verscift. Papierelektrophorese und
Bestimmungen der Aminosiuren wie oben. Gefunden:

Leucin: 84,5, 78,5 mg; Mittelwert: 81,6 mg
Lysin, 2ZHCI: 13,8, 10,2 mg; Mittelwert: 11,9 mg

Die Summe der Gewichte der Aminosdurereste ergibt in guter Ubereinstimmung mit der
Einwage 77,2 mg.

Titration mit HCIO,. 99,9 mg gereinigtes Kondensationsprodukt werden in Eisessig gelést,
die Losung auf 10 ml gestellt und Anteile von je 2 ml mit 0,1000x HCIO, in Eisessig gegen a-
Naphtolbenzein titriert. Gef.: 0,0118, 0,0122, 0,0127 mAquiv. NH,/ml Losung; in 99,9 mg Kon-
densat sind somit 0,122 mAquiv. NH,-Gruppen vorhanden. Da 0,072 mAquiv. auf Aminogruppen
desLysins entfallen, bleiben fiir Amino-Endgruppen 0,050 mAquiv. iibrig. Molekulargewicht : 2000.

Titration mit KOH. 51,0 mg gereinigtes Kondensationsprodukt werden in Isopropylalkohol
gelost, die Losung auf 5 ml gestellt und Anteile von je 1 ml mit 0,00768 N KOH in Methanol gegen
Phenolphtalein titriert. Im Verlaufe der Titration wurde die triibe Losung klar. Gef.: 6,54, 6,38
uAquiv. COOH/ml Lésung, entspr. 1,26 Aquiv. COOH in 2000 g Substanz.

Es crgibt sich eine wahrscheinliche mittleve Zusammensetzung aus 16 Leucin- und 1,5 Lysin-
Resten.

VI. Kondensation eines Gemisches von Leucin- und Asparaginsiure-ester

Das Gemisch aus 14,25 g L-Leucin1%)-methylester und 3,45 g DL-Asparaginsduredimethylester
wird mit 3,25 g pulverisiertem Natrium kondensiert und aufgearbeitet, wie fiir L-Leucin-methyl-
ester (s. 0. sub I) beschrieben. Ausbeute an wasserunlgslichem Kondensat: 8,4 g. Bei der Subli-
mation im Hochvakuum bei 150-180° sublimieren 40%, fort. Nach zweimaliger Reinigung mit
65-proz. Schwefelsdure sublimieren noch 109%,. Fiir die analytischen Untersuchungen wurde diese
Substanz verwendet, nachdem sie noch durch Loésen in Pyridin, Filtrieren usw. (s. 0.) gereinigt
worden war.

Analytische Untersuchungen. — Hydrolyse. 56,7 mg gereinigtes Kondensat werden mit
5,1 ml HC11:1 im Bombenrohr 16 Std. bei 135° hydrolysiert. Papierelektrophorese und Bestim-
mungen der Aminosduren wie oben. Gefunden:

Leucin: 46,2, 46,6, 46,3 mg; Mittelwert: 46,3 mg
Asparaginsaure: 8,1, 6,2, 5,5 mg; Mittelwert: 6,6 mg

Die Summe der Gewichte der Aminosidurereste ergibt 47 mg. Ubereinstimmung mit der Einwage
innerhalb der Fehlergrenzen wird erreicht, wenn man annimmt, dass im Kondensat nur die
Hailfte der Asparaginsidure siureamidartig einkondensiert und im Hydrolysat kolorimetrisch als
Asparaginsdure erfassbar sei.

Titration mit HCIO,. 99,4 mg gereinigtes Kondensationsprodukt werden in Eisessig gelost
und das Volumen auf 10 ml gestellt. Anteile von je 2 ml werden mit 0,1000~ HCIO, in Eisessig
gegen «-Naphtholbenzein titriert. Am Umschlagspunkt triibt sich die Losung. Gef.: 4,65, 4,70,
4,55 uAquiv. NH,/ml Lésung, entspr. 1 Aquiv. NH,-Gruppen in 2130 g Substanz.

Bei einem Molekulargewicht von 2000 ergibt sich als wahrscheinliche wmiftlere Zusammen-
setzung des Kondensats ein Aufbau aus 14 Leucin- sowie 2 siureamidartig und 2 andersartig ein-
gebauten Asparaginsdure-Resten.

Titvation mit KOH. 37,4 mg gereinigtes Kondensationsprodukt werden in Isopropylalkohol
gelost, die Losung auf 5 ml gestellt und Anteile von je 1 ml mit 0,00768 N KOH in Methanol gegen
Phenolphtalein titriert. Gef.: 9,13, 8,61 uAquiv. COOH/ml Lésung, entspr. 2,53 Aquiv. COOH
in 2000 g Substanz.
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VII. Ausfirbungen

Mit Helianthin. Farbebad: 200 ml Wasser, 0,05 ml Eisessig, 0,5 g GLAUBER-Salz, 0,1 g He-
lianthin. 0,50 g Peptidkondensat werden in 20 m} Fiarbebad von 50° eingetragen; anschliessend
wird innert 30 Min. von 50° auf 98° aufgeheizt und 30 Min. auf dieser Temp. gehalten. Man saugt
ab und wischt mit Wasser nach, bis das Filtrat farblos ablauft.

Mit Malachitgriin. Firbebad: 200 ml Wasser, 0,05 ml Eisessig, 0,1 g Malachitgriin. Farbe-
prozess gleich wie bei Helianthin.

ZUSAMMENFASSUNG

r-Leucin-methylester wird mit pulverisiertem Natrium zu einem Produkt konden-
siert, dessen wasserunléslicher Anteil (60-709, d. Th.) zu 3/; aus racemischen Leucin-
peptiden und zu ?/; aus Di-isobutyl-dioxopiperazin besteht. Nach Abtrennung des
Leucin-dioxopiperazins durch Vakuumsublimation oder durch Herauswaschen mit
starken Mineralsduren wird ein gereinigtes Polyleucin vom mittleren Kondensations-
grad 10 erhalten.

Bei entsprechenden Kondensationen von DL-Asparaginsiure-dimethylester, von
pL-Lysin-methylester und von Gemischen dieser Ester werden in Wasser schwer-
I6sliche Kondensate erhalten, die saure und/oder basische Seitenketten enthalten.

Der wahrscheinliche Reaktionsmechanismus der Natrium-induzierten linearen
Kondensation der a-Aminosiureester wird diskutiert.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel

267. Recherches sur I’obtention, la séparation et la purification
du tantale et du niobium, notamment par voie électrolytique

II. Etude d’une méthode de détermination des tensions effectives
d’électrolyse et des tensions pratiques de décomposition;
application de cette méthode a des solutions cryolithiques d’oxydes

par R. Monnier et P. Grandjean
(6 X 60)

Introduction. 11 est bien connu que la détermination des caractéristiques électro-
chimiques est beaucoup plus délicate pour les sels fondus que pour les électrolytes
aqueux, surtout lorsque les premiers contiennent des fluorures. Cela provient prin-
cipalement du fait que, par suite de difficultés expérimentales, on ne peut pas
mesurer séparément, d'une maniére satisfaisante, les potentiels d’électrode qui sont
cependant les plus intéressants 4 connaitre dans les études d’électrolyse. On peut
obtenir ces potentiels en les déduisant des tensions mesurées aux bornes des cellules
d’électrolyse, & la condition de maintenir aussi constantes que possible les con-
ditions a 1'électrode opposée a celle de la mesure. Ces valeurs, prises isolément, n’ont
d’intérét que lorsqu’elles sont accompagnées de l'indication des conditions exactes
dans lesquelles elles ont été déterminées. Les divergences souvent constatées dans les
résultats de divers auteurs sur les mémes électrolytes sont certainement a attribuer
a des différences dans la maniére d’opérer. Par contre, en travaillant d’une fagon



