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164. De la protection contre l’hydrolyse enzymatique exercee 
par les groupes phosphoryles 11. 

Sur la preparation de quelques peptides derives de la phosphotyrosine 
et sur leur degradation enzymatique 
par Theodore Posternak et  Sigrid Grafl. 

(11 IX 45) 

Dans la communication Il), nous avions montrk que la presence 
de groupes phosphoryles dans le voisinage de liaisons peptidiques ou 
glucosidiques protege ces dernikres contre l’action des hydrolases. 
Cette action protectrice explique la formation des fragments riches 
en phosphore et  rksistants l’action des ferments (phosphopeptones, 
phosphopolyoses) qu’on observe lors de la dkgradation enzymatique 
des phosphoprotkides ou de certaines espkees d’amidon. Les subs- 
tances phosphorylkes simples que nous avions ktudiees h 1’6poque 
Btaient, d’une part, le phosphotBtraose obtenu B partir de l’amidon de 
pomme de terre, tl’autre part, l’acide phosphoskryl-glutamique form4 
par hydrolyse acide m6nagke des phosphopeptones de la casbine. Ces 
substances r6sistent h l’action respectivement de l’amylase et de la 
dipeptidase, mais se laissent, par eontre, dkgrader dks que leur phos- 
phore a, 4t6 klimin8 sous l’action d’une phosphatase. 

I1 nous a paru intkressant d’Btendre ces recherches h, d’autres 
substances phosphorylkes de constitution simple et bien determinbe. 
Nous avons done prep& quelques peptides dkrivks du glycocolle et  
d’un oxyamino-acide phosphorylk qui, jusqu’h prPsent B vrai dire, n’a 
pas Qt6 dkcelB dans la nature: la Z-phosphotyrosine (I). 

Si Yon ne connaissait pas encore des peptides d6riv6s de la phcsphotyrosine, cette 
dernihe, par contre, avait d6ja 6t6 pr6parBe par deux m6thodes diff6rentes. Leaene et  
Schormiiller2) l’obtinrent par l’action de l’oxychlorure de phosphore sur la formyl-tyrosine 
en milieu aqueux, en presence de magn6sie. PZirnmer3) la synth6tisa avec un bien meilleur 
rendement en traitant la tyrosine it chaud par l’anhydride phosphorique en solution dans 
I’acide phosphorique. Les prodnits obtenus par les deux m6thodes diffbrent d’ailleurs 
consid6rabIement par Ieur point de fusion et leur rotation spbcifique. 

Dans nos premiers essais de synthbse de peptides phosphorylhs nous nous somrnes 
adresds B la phosphotyrosine prBparQ d’aprhs Plirnmer e t  nous avons essay6 de la trans- 
former en glycyl-phosphotyrosine par les m6thodes classiques. Ces essais ont Bchou6 en 
raison de l’inertie remarquable qu’oppose la substance : par exemple, elle ne se laisse pas 
condenser; du moins dans les conditions habituelles, avec le chlorure de chlorac6tyle ou 
le chlorure de carbobenzoxyle. 

l) Th. Posternak e t  H .  Pollaczek, Helv. 24, 921 (1941). 
?) J. Biol. Chem. 100, 583 (1933). 
3, Biochem. J. 35, 461 (1941). 
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Des essais de phosphorylation directe de la glycyl-l-tyrosine par l’anhydride phos- 

phorique en solution dans l’acide phosphorique Bchouitrent Bgalement. A froid, il ne se 
produit aucune r6action; A chaud, on obtient seulement de la phosphotyrosine par suite 
d’une degradation du dipeptide resultant sans doute d‘une phosphorolyse. 

- 

Nous avons Blabor6 finalement la m6thode suivante : 
Nous nous adressons l’ester methylique ou Bthylique d’un N- 

carbobenzoxy-peptide ddrivd de la tyrosine et  nous le phosphorylons 
d’aprbs la mdthode classique d’EmiZ Pischer par l’oxychlorure de 
phosphore en solution pyridique. Le produit phosphoryld est ensuite 
saponifit! par la soude caustique avec formation d’un N-carbobenzoxy- 
phosphopeptide, dont il s’agit alors d’dliminer par rbduction le reste 
carbobenzoxyle pour obtenir le phosphopeptide libre. 

Cette dernikre opdration nous a rdserv6 quelques difficult&. 
L’hydrogGnation catalytique A laquelle on recourt habituellement, 
n’ayant pas donne de bons rt!sultats, pas plus que l’emploi du sodium 
dans l’ammoniac liquidel) , nous avons employ6 finalement, avec 
succbs, l’iodure de phosphonium dans l’acide acktique glacial2). 

C’est ainsi qu’h partir de l’ester dthylique de la N-carbobenzoxy- 
Z-tyrosine3) nous avons obtenu de la I-phosphotyrosine ; notre produit 
avait un point de fusion (237O) et une rotation spdcifique ([.ID= -8,SO) 
analogues A ceux du produit de PZimmer4) (224-225O; [.ID= -9,2O); 
nous n’nvons done pu confirmer les donndes de Levene et SchormiiZZer4) 
qui indiquent un p. de f .  cie 253O et [.ID== - 2 , O O .  

Nous avons obtenu kgalenient la phosphotyrosine en phosphorylant d’aprbs E. 
Ftscher l‘ester Bthylique de la Z-tyrosine sans proteger le groupe amino et en saponifiant 
ensuite par la soude caustique. Lorsque l’oxychlorure de phosphore se trouve en exc&s, 
il se forme, en outre, un produit de rapport at. P/N = 3 qui consiste probablement, avant 
tout, en acide tyrosine-triphosphorique 11. I1 perd fncilement sous l’action menag& des 
acides minkraux deux restes phosphoryles; nous pensons qu’il s’agit de ceux qui sont 
fixes i l’azote. 

Nous avons pr6par6, d’autre part, les deux phospho-dipeptides V I  
et X et les deux phospho-tripeptides XI11 et XVI. 

GZycyZ+phosphotyrosine V I .  Elle a 6tB obtenue a partir de l’ester 
4thylique de la carbobenzoxy-glycyl-Z-tyrosine 1115) par l’intermk- 
diaire de la carbobenzoxy-glycyl-Z-phosphotyrosine (IV). 

Z-Phosphotyrosyl-glycine X .  Nous sommes partis de l’ester mt!thy- 
lique de la N-carbobenzoxy-0-acdtyl-tyrosyl-glycine (VII)5). Par 
dksacdtylation au moyen de l’acide chlorhydrique en solution dans 
l’slcool mkthylique, on obtient facilement l’ester mkthylique de la 
N-carbobenzoxy-tyrosyl-glycine (VIII) .  Ce dernier peut encore Btre 
pr6par6 par une autre m6thode en faisant r6agir l’azide de la N-carbo- 

l) Harington e t  Mead, Biochem. J. 29, 1602 (1935); 30, 1598 (1936). 
2, Harington e t  Mead, loc. cit. 
3, Bergmann e t  Zervas, B. 65, 1199 (1932). 
5, Bergmann et  Fruton, J. Biol. Chem. 118, 405 (1937). 

4 )  LOC. cit. 



- 1260 - 

benzoxy-1-tyrosine avec l’ester m6thylique du glycocolle. La subs- 
tance, aprbs phosphorylation suivie de saponification et de dkcarbo- 
benzoxylation, nous a fourni le phosphodipeptide X cherchB. 

Z-Phosphotyrosyl-glycyl-glycine X I I I .  Elle a B t B  prBparBe a par- 
tir de l’ester Bthylique de la N-carbobenzoxy-tyrosyl-glycyl-glycine 
X I  qui Btait d6jh connul). 

GZycyZ-1-phosphotyros yl-glycinne 2 X I .  L’ester de la carbobenzoxy- 
glycyl-Z-tyrosine (111) a B t B  transform4 en hydrazide (V) puis en azide. 
Ce composB trait6 par l’ester Bthylique du glycocolle nous a donne 
I’ester Bthylique de la N-carbobenzoxy-glycyl-Z-tyrosyl-glycine (XIV). 
Ce dernier produit nous a fourni enfin, par application de notre 
mBthode, la glycyl-Z-phosphotyrosyl-glycine (XVI). 

Les N-carbobenzoxy-phosphopeptides obtenus intermkdiaire- 
ment dans ces syntheses sont des substances amorphes, mais ils ont 
6 th  prBpar6s, dans certains cas, a 1’6tat analytiquement pur. Les 
phosphopeptides obtenus comme produits finaux sont, h 1’6tat pur, des 
substances microcristallines. 11s ne donnent pas la rdaction de Xi l lon  
et sont tous dextrogyres en solution acide. 11s se laissent titrer nette- 
ment h la soude caustique, en solution aqueuse en pr6sence de phBnol- 
phtalkine, comme des acides bibasiques. Leurs sels alcalino-terreux 
sont solubles dans l’eau, leurs sels de mBtaux lourds sont insolubles. 

Chez les phosphopeptides, dont le groupe amino libre ne fait pas 
psrtie d’un reste de glycine (phosphotyrosyl-glycine X, phosphoty- 
rosyl-glycyl-glycine XIII) ,  les teneurs en azote amin6 ddtermindes 
d’aprbs v a n  SZyke sont en accord sstisfsisnnt avec la thdorie. Chez les 
deux autres phosphopeptides, on obserre, par contre, comme on de- 
vait s’y attendre, des teneurs en azote amin6 trop fortes2). Apres 
hydrolyse acide Bnergique tout I’azote des phosphopeptides passe a 
1’6tat amin6; a c6td de l’acide phosphorique, on peut alors isoler de 
la tyrosine et du glycocolle. 

Essais  biochiniiqunes. Nous a3rons soumis nos substances a l’action 
des peptidases contenues dans I’extrait glycerin4 de la muqueuse in- 
testinale de pox ,  en prhsence et  en l’absence de phosphatase des reins 
de porc. Pour mesurer la ddgradation enzymatique, nous avons recouru 
principalement la mdthode de van S lyke ,  et parfois, avec des r6sul- 
tats d’ailleurs analogues, celle de Willstaetter et Waldschmidt-Leitz.  

Dans les 4 figures, la formation de P min. en yo de P total est representee: en l’ab- 
sence de phosphatase des reins par les courbes I; en presence de cette phosphatase par les 
courbes 11. Uaugmentation de N amin6 en Yo de N amin6 primitif est donnee : en l’absence 
de phosphatase des reins par les courbes 111, en presence de cette phosphatase par les 
courbes IV. 

l) Bergmann et Fruton, loc. cit. 
2, Abderhalden et  van Slyke, Z. physiol. Ch. 74, 505 (1911). 
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Fig. 1 
Phosphotyrosyl-glycine 

Fig. 3 
Phosphotyrosyl-glycyl-glycine 
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Fig. 2 
Glycyl-phosphotyrosine 

Fig. 4 
Glycyl-phosphotyrosyl-glycine 

Les courbes 111 des fig. 1-4  montrent qu’en l’absence de phos- 
phatase des reins, nos substances r6sistent 011 tout au moins ne se 
laissent degrader que tri% lentement par les peptidases. I1 faut noter 
qu’il se produit toujours dans ces expkriences une legbre min6ralisa- 
tion du phosphore (courbes I)  due h la presence de petites quantites de 
phosphatase dans l’extrait glycerin6 de muqueuse intestinale ; il est 
tres probable que c’est cette faible d4phosphorylation qui permet une 
degradation lente par la peptidase et queles substances se montreraient 
encore plus resistantes si on les soumettait a l’action d’une peptidase 
rigoureusement exemp te  de phosphstase. 

En prbsence de phosphatsse des reins, par contre, la d6phospho- 
rylation rapide qui se produit (courbes 11) s’accompagne parall8le- 
ment d’une degradation rapide (courbes IV)  : l’azote amin6 tend, 
comme on devait s’y attendre, h doubler dans le cas des dipeptides et 
a tripler dans celui des tripeptides. 

Les peptides de la phosphotyrosine se cornportent donc comme 
l’acide phosphoseryl-glutamique 6tudi6 autrefois. Le groupe phospho- 
ryle fix6 a l’hydroxyle de la tyrosine protege contre l’hydrolyse enzy- 
matique la liaison peptidique voisine, bien que cette derniere soit plus 
6loignBe que chez le peptide de la phosphosbrine. 
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PARTIE EXPgRIMENT-4LE 1). 
Prdparation de la 1-phosphotyrosine I ic partir de l'ester dthylique de la carbobenzoxy-1-tyrosine. 

500 mgr. d'ester Bthylique de la carbobenzoxy-l-tyrosine*) sont dissous dans 1 cm3 
de pyridine anhydre. On refroidit B - 15O et  ajoute peu B peu, en agitant, une solution 
de 245 mgr. d'oxychlorure de phosphore (1,1 mol.) dans 2,5 cm3 de pyridine anhydre et 
abandonne, pendant 30 minutes, en maintenant B - 1 5 O .  On laisse encore 2 '/z h. B temp& 
rature ordinaire et ajoute ensuite en refroidissant environ 10 gr. de glace. Par addition 
d'acide sulfurique diluB jusqu'B reaction acide au congo, on pr6cipite un produit huileux 
qui repr6sente l'ester Bthylique de la carbobenzoxy-phosphotyrosine. I1 est extrait au 
chloroforme ; aprPs Bvaporation du dissolvant B temgrature ordinaire, on le soumet direc- 
tement B la dBcarbobenzoxylation. 

Le produit (300 mgr.) est dissous dans 16 cm3 d'acide acBtique anhydre. On ajoute 
0,4 gr. d'iodure de phosphonium et on fait passer durant 75 min., B raison de 1-2 builes 
par seconde, un courant d'hydroghne sec, en maintenant la temperature B 35O. A leur 
sortie, les gaz sont dirigCs dans une solution d'hydrouyde de baryum; au bout de 45 min. 
d6ja le dBgagement de CO, a considbrablcment diminu6. On Bvapore ensuite Q sec dans le 
vide, reprend par l'eau, neutralise B l'ammoniaque et  Bvapore de nouveau. Cette opbration 
est rCpBt6e trois fois de suite, de maniBre B Bliminer complBtement l'iodure de benzyle. Pour 
finir, on reprend encore par l'eau, filtre e t  ajoute, aprks avoir neutralis6 Bventuellement 
par l'ammoniaque,2,5 om3 d'acetate de baryum & 10%. AprPs filtration, on concentre dam 
le vide B 5 cm3 et prBcipite par 3 vol. d'alcool. Le sel de baryum est redissous dans 4 cm3 
d'eau; on prBcipite par 2cm3 d'ac6tate de plomb Q 20%. Le sel plombique est ensuite 
d6compos6 par l'hydrogkne sulfur6 e t  le filtrat du  sulfure de plomb est concentre dans le 
vide B 2 cm3 environ. On neutralise alors, B la phBnolphtalBine, par XaOH n, puis on 
ajoute encore le double du volume de soude caustique employee et  on laisse sbjourner 
15 minutes B tempBrature ordinaire, afin de saponifier l'ester Bthylique Bvent. prbent. 
AprBs introduction de la quantitB de HCl n correspondant B la soude et addition d'alcool 
(2 vol.), il cristallise un produit identique 8. la phosphotyrosine de Pli/nmer3). P. de f.  e t  
p. de f. de mBIange 227O. 
12,83; 10,31 mgr. subst. ont donne 0,634; 0,500 cm3 N, (20°, 713 mm.; 19O, 712 mm.) 
11,9; 6,35 mgr. subst. ont donne 0,1893; 0,1037 gr. SPBaQ) 
23,9 mgr. subst. ont consommB (phBnolphtal6ine) 1,S6 om3 NaOH 0,l-n. 

C,H,,O,NP Calcul6 N 5,32 P 11,84% Pds. Bquiv. 130,5 
Trouve ,, 5,40; 5,31 ,, 11,76; 12,06% ,, 125,5 

Polarim6trie : a) aprBs neutralisation B la phCnolphtalBine par NaOH. 

b) dans HC1 2 n.: 
c = 0,928; 2 = 2 dm. ; a: = - O , l O o  & 0,02O; [a]: = - 5,5O & lo 

c=1,017; 1=2 dm.; a:= -0 ,1Soi0 ,020;  [a]:= -8,8Oi:l0 
Plimmer in'clique pour la phosphotyrosine, en accord avec nos propre sobservations : 

p. de f. 224-225O; [uID (dans HC12 n) = - 9,19O. Lewene et  Schormziller donnent: p. de f .  
253O; [aID = - 2,0°. Les produits de Lewene et  de Phmmer  avaient 6th prBpar6s par des 
mBthodes diff6rentes de la nbtre. 

Phosphorylation de Fester de la 1-tyrosine 
LPhosphotyrosine. On dissout 300 mgr. de chlorhydrate de l'ester Bthylique de la 

2-tyrosine dans 1 cm3 de pyridine anhydre, puis on ajoute lentement, en agitant et en re- 
froidissant B - 15O, 190 mgr. d'oxychlorure de phosphore (1 mol.) dissous dans 1 cm3 de 
pyridine. AprBs un sBjour d'une demi-heure d a m  un mBlange rBfrigBrant, on l a k e  pendant 

Tous les prociuits ont 6th seches B l l O o  avant l'analyse, dans le vide, sur l'an- 
hydride phosphorique. 

*) Bergmann et  Zeruas, B. 65, 1199 (1932). 
*) SPBa = sulfo-phosphoaolyhdate de baryum; voir B1. [4] 27, 507 et 564 (1920). 

3, LOC. cit. 
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4 h. Q temperature ordinaire. On ajoute ensuite, en refroidissant extkrieurement, 6 7  gr. 
de glace et  on abandonne Q la glacibre durant la nuit. Le lendemain, on introduit de la 
baryte cristallisBe jusqu’i reaction fortement alcaline Q la phbnolphtaleine et on filtre. On 
concentre ensuite fortement dans le vide, on ajoute de I’eau et  on repbte cette operation 
jusqu’Q Blimination complkte de la pyridine. La solution est ensuite filtrBe et additionnee 
de quelques vol. d‘alcool. Le pr6cipitB form6 (400 mgr.) est d6barrassB des ions Cl’ par 
plusieurs dissolutions dans l’eau suivies de reprecipitations par I’alcool. 

Les sels de baryum sont ensuite redissous dans 10 parties d’eau; le produit phosphoryle 
est reprBcipit6 comme sel de plomb par addition d‘acBtate de plonib B 20%. A p r b  d& 
composition de ce sel de plomb par l’hydrogbne sulfur6 et  concentration de la solution, on 
traite 15 min. par la soude caustique de la manikre indiquee prBcBdemment, afin de sa- 
ponifier l’ester Bthylique. On ajoute ensuite la quantitB d‘acide chlorhydrique correspon- 
dant B la soude caustique introduite. Aprbs concentration dans le vide B 2-3 cm3 et addi- 
tion de 2 vol. d’alcool, il cristallise 150 mgr. de 1-phosphotyrosine pure (p. de f.  du produit 
e t  p. de f .  du melange avec un 6chantillon prepare d‘aprks Plmrner:  224O). 

h i d e  trzphosphoriqzte. Si le chlorhydrate de l’ester de la tyrosine est phosphoryl6 en 
solution pyridique par 2-3 mol. d’oxychlorure de phosphore, les composes phosphoorga- 
niques donnent en majeure pzrtie des sels de baryum insolubles dans l’eau. Aprks alcalini- 
sation par la baryte (ph8nolphtalBine) de la solution pyridique aqueuse, on essore le pr6- 
cipitB qu’on lave B l’eau; le filtrat contient une certaine quantite de phosphotyrosine qu’on 
isole comme il a B t B  indiqu6 prBc6demment. Les sels de baryum insolubles sont redissous 
dans HC1 2,5 n et reprBcipitBs par l’alcool; cette operation est rBp6tBe plusieurs fois dans 
le but d’6liminer les phosphates minhraux. I1 faut Bviter de laisser la substance trop long- 
temps en solution dans l’acide minBral, en raison de la fad i t6  avec laquelle elle se d6phos- 
phoryle. On obtient ainsi un produit de composition assez variable (N 1,8-2,40/, ; P 13- 
15% ; Ba 3 W 2 %  ; calculb pour l’acide libre: P 22,5-24,0% ; N 3,2-3,8y0) mais chez 
lequel le rapport at. P/N est toujours voisin de 3. La formule la plus probable est celle 
de l’acide tyrosine-triphosphorique I1 (C,H1401,NP3 calcul6: N 3,33y0 ; P 22,l o/o), bien 
que les chiffres trouves soient systematiquement trop BlevBs. La substance semble optique- 
ment inactive. Par titrage au formol (Sorensen), on ne peut dBceler de groupe amino libre. 
La mBthode de wun Slylie est inapplicable, car l’action de l’acide nitreux s’accompagne 
d’une minBralisation importante du phosphore. En solution dans HC1 n B 37O, la substance 
perd rapidement 2/3 de son phosphore. 

DurBe en h. P min. en yo de P total 

2 47,l 
61,6 I 1 66,l I 
68,5 

GI yc yl-1-phosphot yrosine V I .  
Carbobenzoxy-gl ye$-1-phosphot yrosine IV .  200 mgr. d’ester Bthylique de la carbo- 

benzoxy-glycyl-1-tyrosine 1111) sont dissous dans 1 om3 de pyridine anhydre. On ajoute, 
a - 15O, une solution de 77 mgr. d‘oxychlorure de phosphore dans 1 om3 de pyridine. 
Aprks un sejour de 30 minutes Q 15O et  de 2% h. Q temperature ordinaire, on additionne 
le liquide brun clair, en refroidissant exkkieurement, de 6 gr. de glace concass6e. Aprb  
un sejour de 15 h. Q la glacibre, la solution est fortement eoncentree dans le vide. Par 
acidification au congo par l’acide sulfurique, on precipite une huile qu’on extrait au chloro- 
forme. La solution chloroformique est l a d e  B l’acide dilu6, puis Q l’eau et  ensuite sBch& 
sur du sulfate de sodium anhydre et  BvaporBe ?I sec. Le residu huileux qui reprhsente I’ester 

l) Bergmunn et Fruton,  J. Biol. Chem. 118, 405 (1937). 
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Bthylique brut de la carbobenzoxy-glycyl-phosphotyrosine, ne doit pas donner de reaction 
de Mzllon. On saponifie par la soude caustique de la maniere decrite pr6cedemment. Ap&s 
acidification par l'acide chlorhydrique, la carbobenzoxy-glycyl-phosphotyrosine I V  pr6- 
cipite sous forme d'une huile qui, contrairement Q son ester, est peu soluble dans le chloro- 
forme. L'analyse a Bt6 effectuQ sur le sel de baryum qu'on a prepare comme suit: on 
dissout le produit huileux par addition de soude caustique jusqu'l debut de reaction 
alcaline (ph6nolphtaleine) ; par addition d'acetate de baryum, le sel de baryum precipite 
en flocons qu'on lave B l'alcool e t  &he. 

48,9 mgr. subst. ont consomme (Kjeldahl) 1,61 om3 H,SO, 0,l-n.  
12,2 mgr. subst. ont donne 0,0802 gr. SPBa 
61,l mgr. subst. ont donne 0,0256 gr. BaSO, 

C,gH,gO,N,PBa Calcule N 4,77 P 5,28 Ba 23,38% 
Trow6 ,, 4,61 ,, 4,86 ,, 24,6576 

Glycyl-l-phospi~ot?~rosine V I .  400 mgr. de carbobenzoxy-glycyl-phosphotyrosine 
(acide libre) e t  0,4 gr. d'iodure de phosphoniurn sont dissous dans 18 cm3 d'acide acetique 
anhydre. On chauffe B 50° dans un courant dhydrogkne sec; le degagement d'anhydride 
carbonique cst termine au bout de 30 minutes. Le produit phosphoryle est ensuite isole par 
l'intermediaire de son sel de baryum puis de son sel de plomb dans les conditions d6crites 
plus haut (voir preparation de la phosphotyrosine, a partir du derive carbobenzoxyl6). 
Aprks decomposition du sel de plomb par l'hydrogkne sulfur6, le filtrat du sulfure de 
plomb est concentre dans le vide Q 3 cm3 environ. Par addition de 7 cm3 d'alcool, la glycyl- 
phosphotyrosine cristallise (150 mgr.). On la purifie par dissolution dans l'eau suivie 
d'addition d'alcool. Poudre micro-criatalline fondant avec decomposition B 224-225O 
(chauffe rapide). Le melange avec la phosphotyrosine de p. de f .  225-227O fond vers 
214O. Reaction de Mdlon negative. 
3,89; 4,31 mgr. subst. ont donne 0,304; 0,343 cm3 N, (1So, 716 mm.; 18,5O, 731 mm.) 
8,40; 5,89 mgr. subst. ont donne 0,1086; 0,0785 gr. SPBa 

0,1043 gr. subst. ont consomme (phknolphtaleine) 0,66 cm3 NaOH n. 
62,72 mgr. subst. ont donne (wan Slyke) 6,50 cm3 pu', (21°, 697 mm.) 

C,,H,,O,N,P Calcule N 8,81 P 9,76 NH,-X 4,40% Pds. 6quiv. 159 
Trouve ,, 8,64; 8,96 ,, 9,55; 9,85 ,, 5,5076 ,, ,, 158 

c = 0,860 (dam H,SO, n); l = 2 dm.; cig = +0,48°+0,020; [a]: = +27,9O&I0 
Le sel neutre de sodium de la substance ne presente pas de rotation optique appre- 

ciable. 
Hydrolyse aeide. La substance est chauffee 20 h. Q l'ebullition B reflux avec 20 parties 

d'acide sulfurique it 25%. Tout l'azote se trouve dors sous forme aminee et  le phosphore 
est quantitativement mineralis& Apres elimination quantitative des acides sulfurique et  
phosphorique par addition d'hydroxyde de baryum, le filtrat, qui ne doit pas contenir 
d'ions Ba.., est concentre dans le vide, ce qui a m h e  la cristallisation de la tyrosine (p. de f .  
320O). Les eaux-mhes fortement concentrees fournissent, par addition d'alcool methy- 
lique, du glycocolle ; on le debarrasse des traces de tyrosine entrainees par dissolution dans 
un peu d'eau suivie de filtration et  de precipitation par l'alcool rnethylique (p. de f .  285O). 

1- Phosphotyrosyl-glyeine X. 
Ester me'thylique de la N-carbobenzoxy-0-ace'tyl-1-tyrosyl-glycine V I I .  La N-carbo- 

benzoxy-0-acetyl-l-tyrosine a Bt6 preparee d'aprb Bergmann e t  Zerwas'). Par recristalli- 
sation dans l'alcool methylique dilu6, nous avons obtenu un produit fondant nettement Q 
12&129O, alors que les auteurs cites indiquent une fusion peu nette vers 12&121°. Le 
produit a 6th transfonne en chlorure d'acide et condense avec l'ester rnethylique du glyco- 
colle d'aprks la methode de Bergmann et  Fruton2) qui ont effectue la m6me reaction avec 

I) Z. physiol. Ch. 224, 17 (1934). 
,) J. Biol. Chem. 118, 405 (1937). 

80 
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l’ester Bthylique du glycocolle; nous avons, toutefois, laisst5 les reactifs deux fois plus 
longtemps en presence que ne l’indiquent les auteurs. P. de f .  137-138O. 

6,S6 mgr. subst. ont donne 0,420 cm3 N, (19O, 718 mm.) 
C,,H,,07Nz Calcul6 N 6,54 Trouve N 6,76% 

Ester mithylique de la N-earbobenzoxy-1-t yrosyl-glycine V I I I .  a) On chauffe 20 min. 
Q l’bbullition it reflux 2 gr. du produit precedent avec 28 cm3 d‘une solution 0,6 n de gaz 
chlorhydrique dans l’alcool methylique absolu. Aprbs refroidissement, on Bvapore rapide- 
ment & sec dans le dessiccateur A vide sur l’acide sulfurique et la potasse en pastilles. Le 
r6sidu est recristallise dans l’ester acbtique. Rendement 90% ; p. de f. 139O. 

6,40 mgr. subst. ont donne 0,430 cm3 N, (ZOO, 713 mm.) 
C,oH,,O,N, Calcule N 7,25 Trow6 N 7,34% 

b) On fait r6agir l’azide de la carbobenzoxy-tyrosine avec l’ester methylique du 
glycocolle dans les conditions decrites par Bergmann et Fruton’) qui ont trait6 la meme 
azide par l’ester Bthylique de la glycyl-glycine. On obtient ainsi un produit identique Q 
celui que fournit le procede a). 

Carbobenzoxy-1-phosphotyrosyl-glycine I S .  - On dissout 2,3 gr. d’ester mdthylique 
de la carbobenzoxy-Z-tyrosyl-glycine V I I I  dans 10 cm3 de pyridine anhydre, et on intro- 
duit peu Q peu, en refroidissant Q - 15O, une solution de 1,s gr. (2 mol.) d’oxychlorure de 
phosphore dans 10 cm3 de pyridine anhydre. Aprbs un sejour de 30 minutes B - 15O et de 
2% h. Q temperature ordinaire, on ajoute, en refroidissant extbrieurement, 60 gr. de glace 
concass6e, puis on abandonne pendant 15 h. Q la glacibre. Aprbs acidification au congo par 
l’acide nitrique, on Blimine les ions C1’ par l‘oxyde d’argent puis les ions Ag. par l’hydro- 
gene sulfur& La solution filtrbe, a6r6e et  neutralis& A l’ammoniaque est additionnee de 
15 cm3 d’acetate de plomb B 20%. Le pr6cipitB est essor6 et lave avec de petites quantites 
d’eau; on le remet ensuite en suspension dans un peu d‘eau. Ce sel plombique est ensuite 
transform6 de la manibre suivante en sel de sodium: on ajoute peu Q peu, en triturant 
continuellement, une solution de carbonate de sodium Q lo%, jusqu’Q coloration rose 
persistante du papier B la phholphtal6ine, e t  on essore. Dans ces conditions, seuls les sels 
de plomb phospho-organiques sont d6composbs, le phosphate min6ral de plomb reste, par 
contre, inalt6r6. A ce moment, le produit phosphoryle peut 6tre pr6cipit6, si l’on acidifie 
au congo par l’acide chlorhydrique (6viter tout excbs) la solution du sel sodique et si 
Yon sature ensuite de sel marin. II est, toutefois, preferable de reprecipiter le produit sous 
forme de son sel de plomb qu’on d6compose ensuite par l’hydrogbne sulfur& Aprbs con- 
centration dans le vide, suivie de saponification par la soude caustique, dans les conditions 
d6jA decrites, on precipite la carbobenzoxy-phosphotyrosyl-glycine comme sel de plomb 
qu’on decompose par l’hydrogbne sulfur& Le filtrat du sulfure de plomb, dens lequel le 
rapport at. N/P = 2,056 (calcul6 N/P = 2,00), laisse par Bvaporation Q sec dans le vide, 
un rbsidu solide amorphe suffisamment pur pour la suite. Reaction de Millon negative. 

I-Phosphotyrosyl-glycine X. 300 mgr. du produit precedent bien sec et  0,3 gr. 
d’iodure de phosphonium sont dissous dans 15 cm3 d‘acide acetique anhydre. On main- 
tient la temp6rature Q 55O durant 1 h. en faisant passer un courant d‘hydrogbne sec. Aprbs 
distillation dans le vide e t  neutralisation Q l’ammoniaque suivies de plusieurs 6vaporations 
dans le vide, on isole le produit de la manibre habituelle, en passant par ses sels de baryum 
et  de plomb. La substance (150 mgr.) est purifi6e par dissolution dans 14 parties d‘eau 
suivie d‘addition de 2 vol. d’alcool. AprAs 3 ou 4 reprhcipitations, la phosphotyrosyl- 
glycine se &pare Q 1’6tat micro-cristallin. Le produit est assez hygroscopique et  fond en se 
decomposant Q 178O; reaction de &fillon negative. 
9,39; 10,69 mgr. subst. ont donne 0,750; 0,850 cm3 N, (19O, 708 mm.; 19O, 713 mm.) 
5,17; 6,32 mgr. subst. ont donne 0,0676; 0,0835 gr. SPBa 

0,1500 gr. subst. ont consomme (ph6nolphtal6ine) 0,95 om3 NaOH n. 
49,9 mgr. subst. ont donne (wan S l y k e )  4,30 cm3 N, ( 1 9 O ,  696 mm.) 

C,,H,,O,N,P Calcul6 N 8,81 P 9,76 NH,-N 4,40% Pds.Bquiv. 159 
Trouv6 ,, 8,70; 8,72 ,, 9,66; 9,76 ,, 4,61% ,, ,, 158 

I) LOC. cit. 
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Polarimetrie : a) aprks neutralisation (phknolphtalbine) par NaOH : 

b) dans H,SO, n:  
c = 1,25; 1 = 2 dm.; ct25-  ,, - +0,50° & 0,02O; [XI? = +20,0° & lo 

c = 0,500; 1 = 2 dm.; a: = +0,20° & 0,02O; [a12 = +20,0° & 2 O  
Aprks 20 h. d‘6bullition en presence de H,SO, B 25%, on peut isoler, de la manikre 

dCcrite plus haut, du glycocolle e t  de la tyrosine. 

I-Phosphotyrosyl-gEyeyl-gEycine X I I I .  
Carbo~enzoxy-1-phosphotyrosyl-glycyl-glyc~ne X I L  On prepare d‘apres Bergmann et 

Frutonl) l‘ester Bthylique de la carbobenzoxy-tyrosyl-glycyl-glycine XI. 1,2 gr. de ce 
produit sont dissous dans 6 om3 de pyridine anhydre. On ajoute peu a peu, en refroidissant 
a - 15O, une solution de 800 mgr. d’oxychlorure de phosphore dans 6 cm3 de pyridine 
anhydre. Aprks un sejour de 30 minutes B - 15O et de 2 h. a temperature ordinaire, on 
ajoute 40 gr. de glace concassee et  on abandonne 15 h. B la glacikre. Par acidification au 
congo L I’acide nitrique, on precipite une huile peu solubIe dans les dissolvants organiques 
hsbituels, qui repr6sente une partie seulement du  produit phosphoryl6. On laisse se dB- 
poser, d6cante 1s solution et  lave I’huile avec de petites Quantites d’acide nitrique dilu6, 
puis d’eau froide. Le reste du produit phosphoryl6 est is016 de la manikre suivante: on 
d6barrasse la sgution des ions C1’ par I’oxyde d‘argent; aprks dimination des ions Ag- 
en exces par l’hydroghe sulfur6 suivie d’aeration et de neutralisation B l’ammoniaque, on 
pr6cipite par 10 cm3 d’acetate de plomb A 20%. Le sel plombique est essor6, lave soigneuse- 
ment et suspendu dans un peu d’eau. On le d6compose par le carbonate de sodium 
loo/,, {ans les conditions deja d6crites. On acidifie ensuite la solution du sel sodique par 
l’acide chlorhydrique et  sature de sel marin. L’huile ainsi precipitee est reunie B la pre- 
niikre e t  Ie tout est saponifi6 par la soude caustique normale de la manii.re habituelle. 
,4pr&s acidification a l’acide chlorhydrique, on sature de sel marin pour precipiter le pro- 
duit phosphoryl6. On le purifie par dissohtion dans I’alcool absolu ou dans I’acide ac6- 
tique glacial suivie de filtration et  de concentration du filtrat. On obtient ainsi le carbo- 
benzoxy-phosphopeptide sous forme d’un solide amorphe (0,9-1 gr.). Reaction de Millon 
negative. 

66,4 mgr. subst. ont consomm6 (Kjeldahl) 3,90 cm3 H,SO, 0,l  n 
5,83 mgr. subst. ont donne 46,7 mgr. SPBa 

C,,H,,OlON3P CalcuIB N 8,25 P 6,10% 
Trouv6 ,, 8,22 ,, 5,92y0 

I-Phosphotyrosyl-glycyE-glyc~ne XKII .  Une solution de 800 mgr. du produit pr6- 
&dent e t  de 800 mgr. d’iodure de phosphonium dans 8 cm3 d‘acide acetique anhydre est 
chauff6e 45 minutes a 65O dans un courant d‘hydroghe sec. Le compose phosphoryle est 
ensuite is016 comme d’habitude par Tintermediaire de son sel de baryum puis de son sel 
de plomb. La substance (300 mgr.), purifi6e par precipitation par I‘alcool de sa solution 
aqueuse concentree, est une poudre indistinctement cristalline et  hygroscopique fondant a 
182O; reaction de Millon negative. 

2,41 mgr. subst. ont donne 0,245 om3 N, (18O, 714 mm.) 
5,37; 5,35 mgr. subst. ont donne 61,O; 61,2 mgr. SPBa 

61,88 mgr. subst. ont donne (wan Slyke )  4,15 cm3 N, (18O, 700 mm.) 
0,1537 gr. subst. ont consomm6 (phBnolphtaI6ine) 0 3 3  cm3 NaOH n 

C13H1808N3P 

Polarimbtrie: a) 

b) 

l) LOC. cit. 

- .- 
CalcuM N 11,20 P 8,27 NH,-N 3,73% Pds. bquiv. 188 
Trouve ,, 11,20 ,, 8,39; 8,45 ,, 3,62y0 ,, ,, 185 
aprbs neutralisation (ph6nolphtaleine) par NaOH: 
c = 1,655; I = 2 dm.; a: = +0,19O 0,02O; [a]: = +5,7O & 0,6O 
dans H,SO, n: 
c = 1,OO; 1 = 2 dm.; cig = +0,15O =t 0,02O; [a]E = +7,5O & lo 
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Aprirs 20 h. de traitement b 1'6bullition par H,SO, b 25%, on isole de la tyrosine et 

du glycocolle. 

Glycyl-1-phospiiotyrosyl-glycine XB1. 
Hydrazide de la carbobenzoxy-glycyl-1-tyrosine V .  1,5 gr. d'ester Bthylique de la 

carbobenzoxy-glycyl-Z-tyrosine 111 sont dissous dans 10 om3 d'alcool absolu chaud. On 
ajoute 0,45 cm3 d'hydrate d'hydrazine et  abandonne la solution pendant 24 h. b la temp& 
rature ordinaire. Le precipite gelatineux est essore e t  recristallise dans l'alcool chaud. 
Aiguilles trirs fines (1,5 gr.) fondant B 176". 

3,23 mgr. subst. ont donne 0,431 cm3 N, (20°, 714 mm.) 
C,,H,,O,N, Calcule N 14,51% Trow6 14,61y0 

Ester e'thylique de la carbobenzoxy-glycyl-l-lyrosyl-glycine X I V .  1,s gr. du produit 
precedent sont suspendus dans 25 cm3 d'eau. On dissout la substance par addition de 8 cm3 
d'acide chlorhydrique concentre. On ajoute alors B O", en agitant, du nitrite de sodium 
b 10% (3,2 cm3) jusqu'h reaction bleue du  papier iodo-amidonn6. L'szide formhe est 
evtraite en deux fois par I'ester ac6tique (20 om3 au total); on lave la solution successive- 
ment B l'eau, h l'hydrog6nocarbonate e t  de nouveau B l'eau et on la sirche rapidement sur 
du sulfate de sodium anhydre. On la melange ensuite B une solution de 0,70 gr. (1,5 mol.) 
d'ester Bthylique du glycocolle dnns 10 cm3 d'6ther ac6tique. Aprirs 15 heures de sejour 
b temperature ordinaire, on lave la solution b I'acide chlorhydrique dilue, puis 6, l'hydro- 
g6nocarbonate et enfin B l'eau; ensuite on la sirche et on 1'6vapore dans le vide. Le residu 
(600 mgr.) est recristallise dans un melange d'6ther acetique etd'6ther de p6trole. P. de f. 
169". 

S,66 mgr. subst. ont donne 0,732 cm3 N, (1S0, 718 mm.) 
C,,H,,O,N, Calcule N 9,19 Trouv6 N 9,37% 

Carbobenzox?l-glycyl-1-phospholyrosyl-glycirte S V .  On dissout 1,5 gr. du produit 
precedent dans 7,5 cm3 de pyridine anhydre et  traite B - 15O par une solution de 1 gr. 
d'oxychlorure de phosphore dans 7,5 cm3 de pyridine anhydre. A p r h  un sejour de 30 min. 
B - 15" et de 2 pi h. a temperature ordinaire, on ajoute 40-50 gr. de glace concassee et on 
laisse 15 h. h la glacibre. Par  acidification B l'acide nitrique une partie de la substance 
phosphorylee precipite en flocons huileux qu'on lave B I'acide trirs dilu6. Le reste est isole 
de la maniirre suivante : on 6limine les ions C1' par I'oxyde d'argent et les ions Ag. en excbs 
par l'hydrogbne sulfur6 et on prbcipite, aprks aeration et neutralisation b l'ammoniaque, 
par l'acetate de plomb. Le sel plombique est dbcompose par le carbonate de sodium dans 
les conditions d6jh indiqu6es. On acidifie la solution sodique par l'acide chlorhydrique 
et  sature de sel marin. Le produit precipite est centrifuge et  reuni aux flocons huileux 
obtenus pr6c6demment. On saponifie alors dans les conditions habituelles par la soude 
caustique, puis on acidifie e t  sature de sel marin. Aprirs centrifugation, on reprend le pro- 
duit brut par l'alcool ou l'acide acetique glacial, on filtre et on dvapore ti sec. On obtient 
ainsi env. 1,5 gr. de produit phosphoryle sous forme d'un solide amorphe; reaction de 
i%lillon negative. 

9,85 mgr. subst. ont donne 0,725 cm3 N, (21°, 713 mm.) 
10,40 mgr. subst. ont donne S3,4 mgr. SPBa 

C,,H2,01,N3P Calcul6 N 8,25 P 6,10% 
Trouve ,, 8,02 ,, 5,93y0 

Glyeyl-1-phosphotyrosyl-glyeine X V I .  1 gr. du produit precedent et 1 gr. d'iodure de 
phosphonium sont dissous dans 10 cm3 d'acide acetique anhydre et  sont chauffes 1 '/z h. 
B 65" dans un courant d'hydrogbne sec. Le produit phosphorylh est isole comme d'habitude 
par l'intermediaire de son sel de baryum puis de son sel de plomb. On le purifie par preci- 
pitation en additionnant la solution aqueuse concentree de quelques volumes d'alcool. 
Rendement 300 mgr. ; poudre indistinctement cristalline, fondant en se decomposant vers 
195" (chauffe rapide) ; reaction de ,I.lzllon negative. 
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7,02 mgr. subst. ont donne 0,739 cm3 N, (20°, 714 mm.) 
4,25 mgr. subst. ont donne 46,8 mgr. SPBa 

55,84 mgr. subst. ont donne ( v a n  S lyke)  4,37 cm3 N, (18O, 700 mm.) 
0,1555 mgr. subst. ont consomm6 (ph6nolphtal6ine) 0,83 cm3 NaOH n 

C,,HI8O,N3P Calcule N 11,20 P 8,27 NH,-N 3,73% Pds.6quiv. 188 
Trouv6 ,, 11,52 ,, 8,14 ,, 4,22% ,, ,, 187 

Polarimetrie : a)  a p r h  neutralisation (ph6nolphtal6ine) par S a O H  : 
pas de rotation appreciable (c = 10; l = 2 dm.) 

b) dans H,SO, n: 
c = 1,Ol; 1 = 2 dm.; a: = +0,16°+0,020; [a]: = +8,0°f10 

Apr8s 20 h. d‘6bullition, en presence de H,SO, 25%, on a isol6, comme dans le cas 
des autres phosphopeptides, du glycocolle et de la tyrosine. 

Action des ferments. 
PrSparatio)i dcs fernzents. La phosphatase des reins de porc a 6t6 pr6par6e d‘aprks 

E. ct A. dlbersl). 
La solution de peptidase (de pH 7,8) a 6td obtenue a partir de l’extrait glyc6rin6 de 

muqueuse intestinale de porc de la manikre d6crite dans notre communication pr6c6dente2). 
Activite de l’amino-peptidase3). 2,O cm3 de l-leucyl-glycyl-glycine 0,l-m + 6 cm3 

d’enzyme; pE = 7,O; scission aprks 45 min. a 36O: 40%. 
Activit6 de la dipeptidase4) : 41,6 mgr. de d ,  Z-leucyl-glycine (0,24 millimol.) + 1 cm3 

d’enzyme; pH 7,8; scission a p r h  1 h. a 40n: 25%. 1 om3 de solution d’enzyme contient 
clonc 1 D E .  

Me’thodes analytiques. Les dosages de P total et de P min. ont 6te effectu6s d’aprks 
la niethode de S. Posternak5). 

Pour estimer l’action des peptidases, nous avons employ6 principalement la m6- 
thode de wan Slyke e t  parfois, avec des rbsultats analogues, celle de Willstaetter et TVald- 
schmidt-leitz. Les deux m6thodes necessitent des corrections : 

En effet, le glycocolle e t  les peptides chez lesquels le glycocolle porte le groupe 
amino libre, donnent, d’apr8s la m6thode de wan S1 yke, des teneurs trop fortes en azote 
amin6. Nous avons observe r6guliArement les quantitks suivantes d’amino-N en % de la 
th6orie : glycocolle 119; glycyl-phosphotyrosine 125; glycyl-phosphotyrosyl-glycine 111. 
E n  nous basant sur ces chiffres, nous avons done corrig6 les teneurs en N amin6 observks. 

Dautre  part, l‘acide phosphorique mineral titre L la ph6nol- ou a la thymol-phtalbine 
consomme, en solution dans l’alcool a goo/,, davantage d‘alcali (environ 10%) qu’en SO- 
lution aqueuse, ce qui nkcessite des corrections lors de l’emploi de la m6thode titrimktrique. 

Dzsposztion des expkzences. Les peptides phosphorylbs Btaient sous forme de solu- 
tions neutralishes (ph6nol-phtal6ine) par la soude caustique. En voici les concentrations : 

Phosphotyrosyl-glycine . . . . . . . ~ 137 
Phosphotyrosyl-glycyl-glycine . . . . 1,52 
Glycyl-phosphotyrosine . . . . . . i 1 3 7  
Glycyl-phosphotyrosyl-glycine . . . 1 1,77 

1,24 
2,06 
1,24 
2,39 

l) Z. physiol. Ch. 237, 193 (1935). 
2, Th. Posternak e t  H. Pollaezek, Helv. 24, 927 (1941). 
3, Wzllstaetter e t  Grassmann, Z. physiol. Ch. 153, 250 (1926). 
*) Grassmann et  Diekerhoff, Z. physiol. Ch. 179, 41 (1928). 
5 ,  B1. [4] 27, 507 et  564 (1920); Helv. 24, 1205 (1941). 
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SBrie I. 1) 8 om3 de solution de peptide phosphoryl6 + 24 cm3 de solution de pepti- 

dase 1-416 P.E.1) pH = 7,s. 2) 8 cm3 d'eau +24 om3 de solution de peptidase +416 P.E. 

- 

pH = 7,s. 
SBrie 11. Comme la s6rie I, mais sans phosphatase . 
On ajoute partout quelques gouttes de tolubne. Temperature 36". Le pH se maintient 

Les dosages de P mineral sont effectues dans 2 cm3 de liquide; ceux d'azote amin6 

Les chiffres des essais 2) sont soustraits des chiffres correspondants des essais 1). 

assez constant pour qu'il soit inutile d'introduire des melanges-tampons. 

(van Slyke) et les titrations d'aprbs Willstaetter et Waldschmidt-Leitz dans 4 om3. 

Lausanne, Laboratoire de Chimie organique de I'UniversitP. 

165. Uber die reduktive Spaltung von m-Phenylendiamin- 
Disazofarbstoffen zu Derivaten des Tetra-aminobenzols 
(31. Mitteilung iiber ilzoverbindungen und ihre Zmischenprodukte2)) 

von P a u l  R u g g l i t  und Roland Fiseher. 
(11. IX. 45.) 

Bei unserer Studie uber die Struktur des Toluylenbrauns G3) 
war zur Erganzung noch eine Prufung erwunscht, ob die Kupplungs- 
orte des m-Phenylendinmins (I) als gesichert betrachtet werden 
konnen. I n  diesem 1,3-Diamin kommen prinzipiell die Stellen 2 ,  4 
und 6 als Kupplungsorte in Betracht, wobei die letzteren beiden 
SteIlen als bevorzugt gelten. Dass die 4-Stellung als erster Kupplungs- 
ort (11) unter allen Bedingungen feststeht, haben wir durch Ein- 
wirkung von e ine r  Molekel Diazo-p-bromanilin bestatigt, wobei in 
mineralsaurer, essigsaurer und atzalkalischer Losung dieselbe Farb- 
base, namlich p-Brom-chrysoidin und durch Acetylierung dasselbe 
Ace t ylderivat ents tand. 

Uber die Kupplungsorte des 1,3-Phenylendiamins bei Einwirkung 
von z wei Mol Diazokomponente gehen die Angaben a~seinander~) .  
Im allgerneinen wird e k e  ,,symmetrische" 4,6-Kupplung (V) ange- 
nommen; in einzelnen Fallen konnte aber auch die ,,unsymmetrische" 
4, 2-Kupplung5) (VI)  belegt werden, wenn namlich mit je einem 3101 
vers  ch iedener  Diazoverbindungen je nach der Reihenfolge der Ein- 

l) P. E. = Phosphatase-Einheit, voir Albers, loc. cit. La phosphatase a 6t6 intro- 

2, Letzte Mitteilung Helv. 28, 850 (1945). 

4, H .  E.  Fierz-David, Kiinstliche organische Farbstoffe (Berlin 1926) S. 103, 194; 
flierz- Blungey, Grundlegende Operationen der Farbenchemie, 5. Auflage (Wien 1943) 
S. 271-273; R. Miihlau und H. Th. Bucherer, Farbenchemisches Praktikum, 3. Auflage 
(Berlin 1926) S. 134; A.  Brunner, Analyse der Azofarbstoffe (Berlin 1929) S. 25, 26. 

5, Wir gebrauchen diese Reihenfolge der Zahlen, weil die 4-Stellung zuerst kuppelt. 

duite sous forme de poudre. 

Helv. 28, 445 (1945). 




