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Die bei der Partialhydrolyse von Peptiden mit methanolischer Salzsdure und die bei der Total-
hydrolyse von isoleucinhaltigen Peptiden mit konz. Salzsdure auftretende Racemisierung
wurde gaschromatographisch bestimmt. Zur Deutung der geringfiigigen Racemisierung der
mittelstindigen Aminosiuren wird ein Azlactonmechanismus vorgeschlagen.

Die gaschromatographische Diastereoisomerentrennung von N-Triflnoracetyl-
dipeptid-methylestern ) erméglicht es, die bei der Partialhydrolyse von Peptiden mit
8.5n methanolischer HCI bei 70° (24 Stdn.) auftretende Racemisierung in einfacher
Weise zu bestimmen. Die gebildeten Dipeptid-methylester-hydrochloride werden in
die N-TFA-Verbindungen iibergefiihrt und der gaschromatographischen Analyse an
einer Kapillarsidule unterworfen. Die Peptide selbst wurden durch die racemisierungs-
freie stufenweise Verlingerung um jeweils eine Benzyloxycarbonylaminosdure her-
gestellt.

Tab. 1. Racemisierung bei der Partialhydrolyse von Peptiden mit 8.5 methanolischer HCI,
24 Stdn. bei 70°

Menge an diastereoisomerem Dipeptid
Peptid in %
leu-Phe Phe-Ala Phe-Val Val-Val

N-TFA-L-Leu-L-Phe-OCHj; 0

H-L-Leu-L-Phe-L-Ala-OH 1.6 0
H-L-Leu-L-Phe-L-Val-OH 1.8 0
H-L-Leu-L-Phe-L-Val-L-Val-OH 4.7 3.6 0

Aus Tab. 1 geht hervor, daB stets in demjenigen Peptid, dessen Carboxylgruppe
durch Spaltung der Peptidbindung gebildet wird, eine geringe Racemisierung gefun-
den wird.

Danach war zu erwarten, dal die aus einem solchen Dipeptid gebildete carboxyl-
endstindige Aminosdure auch zu einem geringen Grade racemisiert ist. Um diese
Frage auch fiir die Totalhydrolyse von Peptiden priifen zu konnen, wurde ein weiteres
Verfahren der Diastereoisomerentrennung angewandt?2.

V) F. Weygand, A. Prox, L. Schmidhammer und W. Kénig, Angew. Chem. 75, 282 (1963);
Angew. Chem. internat. Edit. 2, 183 (1963).
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a-Aminosiuren liefern bei der Umsetzung mit Hexafluoraceton die 2.2-Bis-trifluor-
methyl-oxazolidone-(5) 2.3 (1). Die entsprechenden Derivate des L-Isoleucins und des
durch Racemisierung daraus hervorgehenden p-allo-Isoleucins lassen sich, da sie
diastereoisomere Verbindungen sind, gaschromatographisch trennen und bestimmen.
Ein solches Gaschromatogramm zeigt die Abbild. Mit Hilfe dieser Methode wurden
die mit konz. Salzsiure bei 90° (26 Stdn., Bombenrohr) gewonnenen Totalhydro-
lysate einer Reihe von L-isoleucinhaltigen Peptiden untersucht.
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Gaschromatographische Trennung von lle/allo-Ile iiber die entspr. 2.2-Bis-trifluormethyl-

oxazolidone-(5) (1). Aufgegebene Menge: 0.1 wl (in THF); 50-m-Stahl-Kapillarsiule

mit Polyphenylather (OS-138); Trenntemperatur 82° isoth.; DurchfluBgeschwindigkeit
0.8 Nml N,/Min.; Teilungsverhdltnis 1:35; FID

Tab. 2. Racemisierung des L-Isoleucins bei der Totalhydrolyse von Peptiden mit konz.
Salzsdure, 26 Stdn. bei 90°

. % p-allo- . % D-allo-

Peptid 1soleucin Peptid Isoleucin
H-L-Ile-Gly-OH 0 H-vr-lle-L-Phe-L-Val-OH 0
H-L-Ile-L-Pro-OH 0 H-L-Phe-L-1le-L-Phe-OH 0.9
H-L-Ile-L-Phe-OH 0 H-L-Ala-L-1le-L-Phe-OH  ~0.5

Aus Tab. 2 ergibt sich, daB aminoendstindiges L-Isoleucin nicht, mittelstindiges
aber zu geringem Grade racemisiert wird.

Nach den vorliegenden Ergebnissen kann also aus einem Peptid unter den ange-
gebenen Bedingungen bei der Partialhydrolyse nur das carboxylendstindige Dipeptid
racemisierungsfrei erhalten werden und bei der Totalhydrolyse offenbar nur die
carboxylendstindige und aminoendstindige Aminosdure.

Zur Erklarung dieser Befunde kann ein Azlactonmechanismus herangezogen werden.
Diese Vorstellungen sind in dem folgenden Schema fiir die Hydrolyse eines Tripeptids

3) F. Weygand und K. Burger, Chem. Ber., in Vorbereitung.
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formuliert. Es erkldrt die Tatsache, dafl nur die mittelstindigen Aminosiduren racemi-
siert werden. Der Umfang dieser Racemisierungen ist offenbar gering, weil in der
Hauptsache eine normale Hydrolyse abliuft.
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Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Férderung dieser Untersuchungen
und Friulein [. Kessler fiir die Durchfithrung der gaschromatographischen Analysen.

Beschreibung der Versuche

Die Bedingungen der Partialhydrolyse mit 8.5n methanolischer HCI sind in anderem Zu-
sammenhang bereits mitgeteilt worden4), ebenso die anschlieBende N-Trifluoracetylierung
und die gaschromatographische Analyse.

Totalhydrolyse der L-isoleucinhaltigen Peptide, Uberfiihrung in die 2.2-Bis-trifluormethyl-
oxazolidone-(5) und gaschromatographische Untersuchung: Etwa 0.1 mMol der zu unter-
suchenden Peptide wurden in 4 ccma konz. Salzsdure im Bombenrohr 26 Stdn. auf 90° erhitzt,
worauf i. Vak. zur Trockne eingedampft wurde. Den in Wasser gelosten Riickstand neutrali-
sierte man mit Amberlite IR 4b oder mit Lewatit MIH 59 und dampfte wiederum ein. Zwecks
Uberfiihrung in die 2.2-Bis-trifluormethyl-oxazolidone-(5) wurde der Riickstand in 1 ccm
Dimethylsulfoxyd gelost. In einer geschlossenen, mit Trockeneiskiihler versehenen Apparatur
wurde Hexgfluoraceton auf die Dimethylsulfoxydlésung aufgeleitet. Sobald der Riickflull
des Hexafluoracetons einsetzte, wurde dessen Zufuhr unterbrochen. Nach etwa einer Stde.
wurde mit Methylenchlorid verdiinnt und der gr6te Teil des Dimethylsulfoxyds mit Wasser
ausgewaschen. Nach dem Trocknen der Methylenchloridlésung mit Natriumsulfat wurde
gaschromatographiert unter Verwendung einer 50 m langen Stahlkapillare, belegt mit Poly-
phenylither (Golay-Saule OS 138; Perkin-Flmer Fraktometer 116 E; Trédgergas Stickstoff,
Temp. 82°, Teilungsverhiltnis 1:35, Flammenionisationsdetektor). Das Verhiltnis von L-
Isoleucin: p-allo-Isoleucin ergab sich aus den Flichenverhéltnissen nach Planimetrierung.

4 H. C. Beyerman, W. Maassen van den Brink, F. Weygand, A. Prox, W. Kénig, L. Schmid-
hammer und E. Nintz, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 84, 213 (1965). [505/65])





