
1958 WIELAND. SHIN und HEINKE 483 

THEODOR WIELAND, KJU HI SHIN und BARBEL HEINKE 

Synthese einiger Pyruvyl-aminosauyen nach der 
Phosphoroxy chlorid-Methode 

Aus dem Institut fur Organische Chemie der Universitat Frankfurt a. M. 

(Eingegangen am 6. Dezember 1957) 

Herrn Professor Dr. Wol fgang  GraJmann zum 60. Geburtstag 

Die N-Pyruvylderivate von Glycin, Alanin, Valin und Leucin werden auf 
folgendem einfachen Weg erhalten : Kupplung der Brenztraubensaure mit den 
AminosBure-benzylestern mit Hilfe von Phosphoroxychlorid in Tetrahydrofuran/ 
Pyridin und anschlieDende Abspaltung der Benzylreste mit katalytisch erregtem 
Wasserstoff. Zur Erkennung der Substanzen im Papierchromatogramm und 
-pherogramm dient Nitroprussid-Na, dann NH3, wobei tiefblaue Flecken 

sichtbar werden. 

Aminosauren, die den Rest der BrenztraubensBure am Stickstoff gebunden ent- 
halten, N-wuvyl-aminosauren (I), 

H3C. CO * CO-NH - CH(R) * COzH I 

verdienen ein gewisses Interesse, da sie als Hydrolysenprodukte mancher Peptide, 
z. B. der ,,Lactotyrine" isoliertl) wurden und in anderen, z. B. manchen Mutter- 
kornalkaloidenz) oder dem Fusarienwelkstoff Lycomarasmitl3) als Bausteine ange- 
nommen werden mussen oder konnen. Die Untersuchung dieser Aminosaurederiva- 
te wurde 1925 von M. BERGMANN und seinen Mitarbeitern aufgenommen, die be- 
obachteten, daD bei der sauren Hydrolyse von Methylen-diketopiperazinen (11), die 
bei Einwirkung von Thionylchlorid auf Glycyl- oder Alanyl-serin entstehen, Pyruvyl- 
glycin (I, R = H) bzw. Pyruvylalanin (I, R = CH3) gebildet wird4.5). 
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Zur praparativen Gewinnung dieser Verbindungsklasse wurde dort spater6) Brenz- 
traubensaure mit Acetamid zur =,a-Diacetamidoverbindung 111 vereinigt und diese 
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mit Acetanhydrid in das Acetamidoazlacton IV verwandelt, das mit Estern oder 
Salzen von Aminosauren zum ,,Pepti&' V verkniipft wade. Zur Abspaltung der 
schutzenden Acetamidmolekeln aus V mu13 schlie13lich rnit 1 n HC1 1-2 Stdn. zum 
Sieden erhitzt werden, wobei eine merkliche, die Ausbeute schmalernde Hydrolyse der 
Amidbindung zwischen den beiden Bausteinen stattfindet. 
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Es wurde deshalb versucht, den Rest der Brenztraubensaure ohne Maskierung der 
Ketogruppe an den Stickstoff von a-Aminosauren anzugliedern. Das Chlorid der 
Brenztraubensaure, das zu diesem Zweck als Reagenz besonders geeignet w&e, 1aRt 
sich aber nach den gelaufigen Methoden nicht, in der auch bei empfindlichen Sauren 
manchmal zum Ziel fiihrenden Umsetzung' des Na-Salzes rnit Phosgen in Ather nur 
mit sehr geringer Ausbeute herstellen'). Auch die Bereitung des k i d s  die aus dem 
Ester uber das Hydrazid vorgenommen werden miiRte, scheitert hier, da Brenz- 
traubensaureester rnit Hydrazin besonders leicht an der Ketagruppe reagiert. Von den 
neueren Acylierungsmethoden versagt an der Brenztraubensaure diejenige der ,,ge- 
mischten Anhydride"g1, die bei anderen empfindlichen Acylkomponenten den Erfolg 
brachteg), weil in diesen Acylierungsmitteln (VI) die Aufspaltung der Anhydrid- 
gruppierung durch nucleophile Reagenzien stets an der CO-Gruppe der fremden 
Acylhalfte erfolgt, die gegeniiber der der Brenztraubensaure elektrophiler ist. 
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Bei den von unslo) vor kurzem zur Peptidsynthese verwendeten gemischten An- 
hydriden aus Carbonsauren und Phosphorsauredichlorid ist indessen diese ungunstige 
Aufspaltungsart unmoglich. Deshalb wurde jetzt versucht, Brenztraubensaure iiber 
ihr gemischtes Anhydrid rnit Phosphorsauredichlorid (VII) rnit Aminosaureestern zur 
Reaktion zu bringen. Aminosauremethyl- oder -athylester, die sich so zwar mit Brenz- 
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traubensaure kuppeln lassen, konnen nach der Acylierung jedoch nicht in der ublichen 
Weise, durch Alkali, verseift werden, da N-Pyruvyl-aminosauren hierbei Konden- 
sationen an der reaktionsfahigen Methylgruppe des Brenztraubensaurerestes erlei- 
dens. 11912). Die saure Verseifung der Alkylester erfordert anckrerseits Bedingungen. 
unter denen die Peptidbindung ebenfalls merklich angegriffen wird (s. 0.). Deshalb fie1 
unsere Wahl auf die Benzylester der Aminosauren, deren Spaltung mit katalytisch 
erregtem Wasserstoff moglich ist und die heute aus den Aminosauren und Benzyl- 
alkohol durch Erhitzen mit p-Toluolsulfonsaure gut zuganglich sindl3). Die Um- 
setzung der Brenztraubensaure rnit den Benzylester-p-toluolsulfonaten von Glycin, 
DL-Alanin, DL-Valin und DL-Leucin durch Phosphoroxychlorid in Tetrahydrofuran1 
Pyridin, ergab die Pyruvylbenzylester (VIJI) in Ausbeuten von 35 -55 %. 
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Die anschliehnde katalytische Hydrierung rnit Pd-Mohr oder braunem PdO- 
BaSO414) erfordert Bedingungen, unter denen der Katalysator immer in grokm Uber- 
schuB zum Hydriergut vorhanden ist. Man erreicht dies durch langsames Zutropfen- 
lassen der Benzylesterlosung zu dem unter Wasserstoff und Losungsmittel geschuttel- 
ten Katalysator (Tropfhydrierung). Notwendig ist ferner, daB die Ester VIII vor der 
Hydrierung sehr sorgfaltig von jeglicher Spur an p-Toluolsulfonsaure befreit werden, 
da sonst der Katalysator vergiftet wird. Die Hydrierung dauert etwa eine Stunde und 
greift die Ketogruppe des Pyruvylrestes nicht an. Bei allzu langer Dauer (iiber 5 Stdn.) 
beobachteten wir aber eine merkliche, WON hydrogenolytische Abspaltung des 
Acylrestes, denn es wurden dann bei der Aufarbeitung deutliche Mengen atherunlos- 
licher freier Aminosauren aufgefunden. 

Zum Beweis der Struktur haben wir die kristallisierten 4-Nitro- und 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazone dieser Verbindungen analysiert und das 4-Nitrophenylhydrazon des 
Pyruvylglycins rnit Na-Amalgam in milchsaurer Losung reduziertls). Das Reduktions- 
produkt envies sich im Papierchromatogramm als identisch mit Alanyl-glycin. Zur 
analytischen Verfolgung der beschriebenen Syntheseversuche wurde auch die Papier- 
elektrophorese mit Erfolg herangezogen. Der Nachweis der Pyruvylverbindungen 
auf dem Papier gelang dabei empfindlich durch Bespriihen rnit waBriger Na-Nitro- 
prussidlosungl6) und Einbringen in eine Amrnoniakatmosphare, wobei die Sub- 
stanzen als blaue Flecken in Erscheinung treten. 

11) M. ERRERA und J. P. GREENSTEIN, Arch. Biochemistry 14, 477 [1947]; 15, 445 [1947]. 
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14) R. KUHN und J. HAAS, Angew. Chem. 67, 785 [1955]. 
15) CH. GRANACHER, Helv. chim. Acta 5, 610 [1922]. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  VERSUCHE 

N-Pyruvyl-aminosaure-benzylester 

0.01 Mol Aminosaure-benzylester-p-toluolsulfonatl3) oder Hydrochlorid und 0.01 Mol frisch 
dest. Brenztraubensiiure (0.7 ccm) werden in 50 ccm wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und 
auf -15"  abgekuhlt. Dann setzt man unter Schutteln 0.01 Mol POC13 (0.93 ccm) und an- 
schlierjend im Verlauf von 10 Min. 0.03 Mol (2.50 a m )  Pyridin hinzu. Der Ansatz bleibt 
dann 30 Min. bei -15" und darauf unter gelegentlichem Umschiitteln 1 Stde. bei Zimmer- 
temperatur stehen. Er sol1 nur ganz schwach gelb gefarbt sein. Dann wird mit 20 ccm Wasser 
versetzt und das Tetrahydrofuran i. Vak. bei Zimmertemperatur abdestilliert. Dabei scheiden 
sich die meisten Pyruvylaminosaure-benzylester olig, der des Glycins kristallinisch ab. Zur 
Isolierung wird die waRrige Emulsion nach Zusatz von etwas Wasser 3mal mit je 20ccm 
Essigester ausgeschuttelt. Die vereinigten Extrakte wascht man je 3mal mit 20 ccm Wasser, 
20 ccm 2 n waI3riger Salzsaure, 20 ccm 5-proz. NaHCO3-Losung und schlieDlich mit Wasser 
neutral. Die mit NazS04 getrocknete Losung hinterlaI3t nach Abdampfen i. Vak. bei Zimmer- 
temperatur das Glycinderivat kristallin, die anderen als fast farblose ole, die im Elektro- 
pherogramm einheitlich sind. 

Pyruvylglycin-benzylester, umkristallisiert aus Essigester/Petrolather, Schmp. 100". Ausb. 
35 %. 

C~H13N04 (235.3) Ber. C 61.27 H 5.57 N 5.96 Gef. C 60.70 H 6.07 N 6.12 

Das p-Nitrophenylhydrazon, das aus der methanolischen Losung nach Zusatz von p-Nitro- 
phenylhydrazin-hydrochlorid in Methanol kristallisiert, zeigt nach Umkristallisation aus 
Methanol/Wasser Schmp. 198" (Zers.). 

Ber. C 58.37 H 4.90 N 15.13 C18H18N405 (370.4) Gef. C 58.05 H 4.94 N 15.58 

Die Benzylester von Pyruvyl-DL-alanin (54 % Ausb.), -DL-valin (42 %) und -DL-leucin (53 %) 
kristallisierten nicht, auch nicht in Form ihrer 4-Nitro- oder 2.4-Dinitrophenylhydrazone. 

N-Pyruvyl-aminosauren 
Die Losung von 0.01 Mol Pyruvylaminosaure-benzylester in 30 ccm Methanol larjt man 

zu dem in ebensoviel Methanol vorhydrierten Katalysator - ca. 0.1 g Pd-Mohr oder ebenso- 
vie1 braunes PdO/BaS0414) - unter Wasserstoff und dauerndem Schutteln im Laufe von 
1/2- 1 Stde. zutropfen. Es wird in dieser Zeit 0.01 Mol Wasserstoff aufgenommen. Dann wird 
vom Katalysator abfiltriert und das Filtrat bei Zimmertemperatur i. Vak. abgedampft. Die 
Pyruvylaminosiiuren hinterbleiben als Kristalle bis auf die olige Leucinverbindung. Die Roh- 
produkte werden in moglichst wenig absol. Ather gelost, filtriert, wieder i. Vak. eingedampft 
und die Riickstande aus Essigester durch vorsichtigen Petrolatherzusatz umkristallisiert. 
Ihre Nitrophenylhydrazone fielen beim Vermischen der Komponenten in Methanol kristalli- 
siert aus und wurden aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Bei der papierchromatographi- 
schen Analyse der Sauren bewahrte sich ein Gemisch aus sek. Butanol/Ameisensaure/Was- 
ser (75: 15: 10 VoLTle.). 

Pyruvylglycin wurde rnit 80 % Ausbeute erhalten. Schmp. 90" (Lit.6): 90"). RF 0.63. 
4-Nitrophenylhydrazon, Schmp. 224" (Zers.). 

C11H12N405 (280.2) Ber. N 19.99 Gef. N 19.33 

Eine kleine Probe des Hydrazons wurde in absol. Methanol gelost, rnit Milchsaure ange- 
sauert und durch Zusatz von einigen Kornchen Na-Amalgam bis zum Verschwinden der 

16) L. J. SIMON, C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 125, 534 [1897]. 
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Farbe reduziert. Das entstandene Alanyl-glycin konnte papierchromatographisch mit authen- 
tischem Material identifiziert werden. 

Pyruvyl-DL-alanin, Ausb. 84%, Schmp. 144" (Lit. 5 ) :  143.5"). RF 0.74. 
4-Nitrophenylhydrazon, Schmp. 245 (Zers.). 

C12H14N405 (294.3) Ber. N 19.04 Gef. N 18.84 

Pyruvyl-DL-vah, Ausb. 88 %, Schmp. 96", RF 0.81. 
CaH13N04 (187.2) Ber. C 51.33 H 7.00 N 7.48 Gef. C 51.77 H 7.1 1 N 6.96 

2.4-Dinitrophenylhydrazon, Schmp. 207" (Zers.). 
C14H17N507 (367.3) Ber. N 19.07 Gef. N 19.26 

Pyruvyl-DL-leucin, Ausb. 90 %, farbloses 01, RF 0.80. 
4-Nitrophenylhydrazon, Schmp. 228' (Zers.). 

C15H20N405 (336.3) Ber. N 16.16 Gef. N 16.05 

2.4-Dinitrophenylhydrazon, Schmp. 206" (Zers.). 

C15H19N507 (381.3) Ber. C 47.24 H 5.02 N 18.37 Gef. C 47.60 H 5.47 N 18.00 

ARMIN WEISS 
Die innerkristalline Quellung als allgemeines Model1 

fiir Quellungsvorgiinge 
Aus dem Eduard-Zintl-Institut fur Anorganische und Physikalische Chemie 

der Technischen Rochschule Darmstadt 
(Eingegangen am 16. Dezember 1957) 

Herrn Prof. Dr. W. G r a3 m a n  n zum 60. Gebwtstag gewidmet 

Die eindimensionale, innerkristalline Quellung hangt in erster Linie von der 
GrMe der Aquivalentflache, von der Ladung und GroRe der Gegenionen und 
vom Solvatationsbestreben der Gegenionen und der quellenden Baueinheiten 
ab. Wasserstoffbriickenbindungen konnen auf das Quellungsverhalten recht un- 
terschiedlich einwirken. DerpH-Wert ubt nur dann einen besonderen EinfluR aus, 
wenn sich mit ihm auch die Anzahl der Ladungen auf den quellenden Baueinhei- 
ten und der Gegenionen pro Flacheneinheit, also die GroRe der Aquivalent- 
flache andert. - Die zweidimensionale Quellung von Polyphosphaten und Des- 
oxyribonucleinsauren und die vorwiegend ungeordnete Quellung von EiweiB 

scheinen von den gleichen Faktoren bestimmt zu werden. 

Quellungsphanomene spielen im biochemischen Geschehen eine wichtige Rolle, 
denn der Ablauf der normalen Lebensvorgange ist an jeweils ganz bestimmte Quel- 
lungszustande in den einzelnen Organen gebunden. Unsere Kenntnisse uber diese 
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