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Semicarbazone d e  I’m-benzoyl-borne’ol. La semicarbazone prBparBe au moyen d’acktatc dc 
semicarbazide, recristallisBe dans I’alcool Bthylique & 30% d’cau, F. 213-214’; [a:]: = - 80,O” 
(mkthanol; c = 1%). Spectre IR.: 1689 (FF); 1650 (m); 1577 (FF);  1479 (m); 1466-1453-1441 
(cr6n., F): 1374 (F); 1333 ( f ) ;  1305 (mF); 1263 (m); 1205 ( f ) ;  1171 (f); 1144 (mF);  1101 (F avcc 
sh 1124) ; 1078 (F) ;lo53 (f) ; 1026 (f) ; 1006 (f) ; 978 (f) ; 956 (f) ; 942 (f) ; 917-905 (crdn., f )  ; 846 (mf) ; 
803 (I) ;  769 (F); 746 (m); 724 (m€); 695 (m avcc sh 709). 

ClHl12502N3 (315,40) Calc. C 68,54 H 7,99 N 13,32% Tr. C 68,63 H 8,17 N 13,300/, 

( - ) -  et (+)-a-pindnr. La fraction de tcrpknes la plus lkg&re a IivrC par chromatographic dc 
vapeurs prdparative 0,9 g de produit renfcrmant d’aprEs la chromatographic analytique dcs 
vapeurs 750/, dci-pinhe. 

0,7 g de fraction ont B t C  oxydBs selon D E L I ~ I X E * ~ )  par 1,6 g de permanganatc de potassium 
en prksencc de 3,5 g de sulfate d’ammonium dissous dans 16 ml d’eau glade. Lcs acides rdsul- 
tant dc l’oxydation (0,5 g),  d’apparence huileuse, ont Ctb trait& par 1’ac:dtate de scmicarbazidc. 
11 a dt6 obtenu 0.3 g de semicarbazones F. 204,5-205,s”; [CL# = + 23,26‘ (lessive aqueuse B 5% 
tl’hydroxyde de sodium; c = 2%). Spectre IR.: 1706-1661 (crBn., FF); 1577 (F); 1484-1458-1437 
(crCn., FF) ; 1362 (mF) ; 1295 (F) ; 1237 (m) ; 1207 (m) ; 1185 (mf); 1126 (m) ; 1096-1087 (crdn., m) ; 
1020 (f) ; 1002 ( f f )  ; 982 (f) ; 938 (m) ; 922 (m) ; 902 (f) ; 763 (m) ; 7.50 (m). 

(‘.,lH,90BN3 (241,29) Calc. C 54,75 H 7,94 N 17.42% Tr. C 54,94 H X,18 N 17,52:{, 

SUMMARY 

An authentic oil of lavender of french origin does not contain a-ocimene as prc- 
viously announced by us, but contains p-ocimene and approximately 0,Ol yo u-pincnc 
and 0,02 yo camphcnc. 

Laboratoircs de Rechcrchcs de 
L. GIVAIJDAN & CIE S. A., Vcrnicr-Gcnhc 

14) M. DICL~PINE,  131111. Institut tlu Pin ,  aoiit 19.36, p. 1S1. 

41. Etude de structures peptidiques 2i l’aide de 
phbnylisothiocyanate I11 l). 

Sur la formation des phbnylthiohydantoines -[35S] et sur 
leur chromatographie sur papier 

par Emile Cherbuliez, A. R. Sussmann et J. Rabinowitz 

(23 XI1 G O )  

Dans un prbcbdent m6moire2), nous nvons montrC les avantagcs que pr‘fscntc 
l’cmploi de phCtnylisothi~cyanate-[~~S], au lieu du r6actif non marquC, pour la dCtcr- 
mination de la s6quence des acidcs aminks de peptides selon EDMANS).  En effct, In 
sensibilit6 de cette mbtliode qui conriste A dkgrader le peptide par enl&vemcnt\ suc- 
cessifs des restes d’acides aminks du cat6 N-terminal, s’en trouvc augmentbe consid6- 

1) 2c communication: Helv. 43, 1871 (1960). 
2) E. CHERBULIEZ, BR. BAEHLER, H. C. LEBEAU, A. R. SUSSMANN & J. RARINOWITZ, Hclv. 43, 

3) P. EDMAN, hcta chcm. scand. 4, 283 (1950). 
896 (1960). 
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rablement puisque nous avons pu dCterminer des s6quences avec 0,005 micromoles de 
dipeptides et 0,01 de tripeptides & I’aide d’un rCactif marquC, d’une activitC de 10 ii 
15 mc/mmole. 

Or, & cbtit des taches radioactives correspondant aux. diverses phCnylhydantoines, 
nous avons constat6 sur les chromatograinmrs sur papicr des phitiivltliiohydantoines- 
[%I (PTH) ohtenues, des pics parasites. Nous nous sommcs proposC de dhtcrminer, 
sinon la nature des substances responsables de ce phdnomhe g&nant, tout au moins 
les moyens dc 1’Cviter. 

I’cpticlr 

Glycyl- 
prolinc 

Loucyl- 
glycinc 

Glycyl- 
phdnyl- 
alaninc 

Valyl- 
tyrosinc 

Ouantitc! PTII  drs acidtbs amin& 
- l- .zgv dc la I I l r r  stadc I 
0.01 1,72 

0,005 0,86 

0.0051 0,86 

0,005 0,86 

- 

0,28 027  

Pic inconnu ii 

140 

(120 cprn) 

:I) 1,’activitC spdcifiquc du rCactif a pass6 cle - 30 mc/nimolc (lrr stadc. du prcmicr prp- 
tide mentionn6) B -23 mclmmole (2c stadc de I’avant-clernicr prptitlt: mcntionnf). 

11) RE, = chimique (PTH de rCfCrcncc). 
1:) lZlr = Rf dcs pics mcsures i l’aidt: clr la radioactivite. 
11) t’ics non significatifs, l c  hruit de fond attcignant 60-80 cpm. 

Lorsque le phCnylisothiocyanate- [95S] a C t C  employ6 cn solution dans la pyridinc 
ou dans l’alcool absolu, nous avons toujours observC ces taches parasites, k Rf 0,82 

0,85 (voir tableau I), tachcs dont I’intensitC augmentait avec le vieillissemeiit dc la 
solution dn ritactif. En fait, au bout d’un mois de conservation, la solution alcooliquc 
du rCactif n’est plus utilisable. Ixs essais de conservation du rdactif dans le dioxannc 
ont donni: des ritsultats dCcevants Cgalemcnt. En effectuant des essais A blanc, c’est- 
&-dire en absence de peptide, nous avons retrouvk ces mitmes taches parasitcs; il 
s’ngit donc 6videmment de produits de dCcomposition du phCnylisothiocyanate- [“%I. 
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Tableau I1 

Dbgradation de pepides avec le phe'nylisothio~yanate-~~S]~) en solution dans le N ,  N-dimbthyl- 
forlnamide 

Quantitk I PTH des acides aminds K-terminaux 
Age 1 d e l a  

solution 
de r6acti 

CPm -i 3e stade 1 lerstade I 2estadc Pepti.de 

~- 

Glycyl- 
prolinc 

umole 

- - 
frais 
(0 jour) - 

5 jours 

- 1  
200 

300 1 15 jours 
200 

- 1 11 jours 

25 jours 

400 I 
- 
-~ 

300 

41 jours 

500 I 
650 i 400 

400 

250 

-~ 

- 
3 mois 

0,Ol 

0,005 

000 

600 

0.01 

0,005 

0,Ol 

0,005 

- 

350 

200 

0,60 

0,60 

0,61 
~ 0.611 0,61 

Prolyl- 
leucyl- 
glycine 2,85 I 0,49 I O,50 11300 

1,43 0,51 700 

400 

180 

0.01 

0,005 

2.80 0,55 900 
0 3  1 1,40 0,54 600 

5,6O I o,50 
0,50 11300 

2,80 0,50 750 

5,12 1 o,49 

2.56 ["""""- 0,49 750 

6.001 0,55 
I 036 1 550 

3,OO 0,55 300 

0.22 200 

600 

800 

500 

~ 

Valyl- 
tyrosine 

Prolyl-tyrosyl- 
( NE-tosyl) - 
lysine 

sy1)-lysyl-ac. 
aspart. 

Prolyl-(NE-to- 

~ 0,22 

- 

0,23 

0,22 

0,22 
- 

0,01 

0,005 
~ 

0,Ol 

0,005 

0,23 

000 

650 

0,10 

0 , l O  

0,22 
0.08 

0,Ol  

0,005 

500 

300 

0,56 

0,55 
0,56 Leucyl- 

leucyl- 
leucyl- 
phCnylalany1 
proline 

Glycyl-ph6nyl- 
alanine 

I 4estade I 5estade 

5 mois 

I 0.01 

0,005 - 
0,Ol 
- 

1 0,38 1 I 350 1 0.43 I o'42 
0,38 220 0,42 

I I I  

300 

200 

2,22 0 2 5  025 450 0 4 2  0 4 2  400 I ,  I ' l  I )  I ,  I 
I I I I I I 

a) L'activitB sp6cifique du reactif a pass@ de - 20 mclmmole (ler stade du premier pcp- 

b) Rf, = Rf chimique (PTH de rdftrence). 
C) Rf, = Rf des pics mesurts B I'aide de la radioactivitd (bruit de fond - 80 cpm). 

tide mentionnd) i - 8.5 mc/mmole (dernier stade du dernier pcptide mentionnk). 

Comme ce phknomhe est plus marquC avec la pyridine comme solvant qu'avec 
l'alcool, il ne saurait &re dii uniquement i la formation de thio-urkthannes par addi- 
tion de l'alcool au rkactif. De plus, le niveau radioactif des phknylhydantoines obte- 
nues successivement, toujours dans les mCmes conditions, diminue beaucoup plus 
rapidement avec le temps que ne l'expliquerait le simple vieillissement du rkactif 
(pkriode du 87,l jours) : le reactif doit donc subir une altCration chimique. 
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Nous avons finalement trouvk dans le N, N-dimCthylformamide un solvant dans 
lequel le phCnylisothio~yanate-[~~S] se conserve t r b  bien et ne subit aucune altbra- 
tion chimique mCme au bout de plusieurs mois: les chromatogrammes des phknyl- 
thi~hydantoYnes-[~~S] ainsi obtenues ne prksentent plus de taches parasites. Comme le 
montre le tableau 11, avec une solution dimCthylformamidique d’un rkactif titrant 
initialement 40 mc/mmole, nous avons pu dkgrader avec de bons rCsultats plusieurs 
di- et tri-peptides ainsi qu’un pentapeptide, avec des quantitCs de 0,005 et de 0,Ol 
micromole au dkpart. 

Soulignons en outre que malgrk l‘abaissement du niveau radioactif A chaque &ape 
de la dkgradation d‘un peptide, aucune trace de la phknylhydantoine du stade prkck- 
dent n’est perceptible dans le chromatogramme du stade suivant. Ceci semble indi- 
quer que, si la thiocarbamylation du peptide se fait quantitativement, la cyclisation 
subskquente, avec scission, en phhylthiohydantolne du reste d’acide amin6 detach6 
et en peptide raccourci ne se fait pas toujours avec un bon rendement ; mais comme 
l’intensitd radioactive de la tache de d6part (Rf = 0) augmente A mesure du pro@ 
de la dkgradation du peptide, on peut penser que si les produits Cchappant Q la 
cyclisation-scission sont extraits en m&me temps que la phCnylhydantoine- [*%I for- 
mde, ils ne migrent pas lors de la chromatographie sur papier de la phknylhydantoine. 
Cette interprbtation n’est pas encore tout A fait certaine, mais le fait empirique reste 
que les produits Cchappant A la cyclisation-scission ne gCnent aucunement la suite des 
opbrations jusqu’A la dbgradation totale du peptide. 

Donnbes experimentales. - LE matdriel utilisd resp. pour la dkgradation du peptide et  
pour la lecture des chromatogrammes radioactifs e t  l’enregistrement a d6jjn dtd dicrita). I1 
n’a subi que la petite modification suivante: le mklange des deux phases liquides dans le 
microtube peut se faire avantageusement par un dispositif de vibro-agitation (50 p6r./s) au lieu 
de l’agitation par un fil de platine anim6 d’un mouvement de rotation rapide par un moteur 
Blectrique. 

L e  mode opkratoire est celui dicrit prickdemment2) sauf qu’on utilise une solution du phdnyl- 
isothiocyanate- [35S] dans le N, N-dimithylformamide. 

Pepides  /tudiCs: voir tableau 11. 

Les chiffres des Rf (chimiques e t  radioactifs) obtenus pour le mCme reste d’amino-acidr: 
dans les divers peptides montrent la n6cessit6 de l’emploi syst6matique de substance de df6- 
rence. Pour la phknylthiohydantdine de la phdnylalanine p. ex. les Rf obtenus dans les cas 
de la glycyl-phknylalanine (2e stade resp. de l’avant-dernier peptide du tabl. I e t  du dernier 
peptide du tabl. 11) e t  de la trileucyl-phknylalanyl-proline (tabl. 11. avant-dernier stade du 
4e peptide) varient de 0,38 i 0,47 e t  recouvrent p. ex. les Rf trouvks dans plusieurs cas pour 
le dBriv6 de la proline (0.43 dans le cas du pentapeptide). Avec des substances de r6fBrence, 
nous n’avons pas rencontr6 des difficultds d’interprCtation: v. p. ex. le pentapeptide (tabl. 11, 
avant-dernier peptide) oh les Rf des derives resp. de la proline (0,43) e t  de la phhylalanine 
(0,38) sont suffisamment distincts pour permettre une identification certaine de ces deux 
amino-acides. 

Les auteurs remercient sinchrement la COMMISSION POUR LA SCIENCE ATOMIQUE du FONDS 

11s remercient dgalement M. le professeur R. SCHWYZER (CIBA S O C I ~ T B  ANONYME) B la grande 
amabilitd duquel ils doivent toute une sdrie de peptides synthdtiques, e t  notamment le pentapep- 
tide mentionnd dans ce travail. 
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SUMMARY 

323 

By the analysis of di-, tri-peptides and a pentapeptide of known constitution the 
authors show that using an N, N-dimethylformamide solution of [35S] -phenylisothio- 
cyanate with a spectific activity of 10 to 40 mc/mmole the sequence of amino acids can 
be determined starting with 0,005 micromole of peptide. 

For each peptide none of the consecutive chromatograms was contaminated with 
the spot of the [35S]-phenylhydantoine corresponding to the preceeding step ; all the 
radioactive spots due to migrating substances were significant and did correspond to 
the expected [35S]-phenylthiohydantoines. 

Laboratoires de Chimie organique et 
pharmaceutique de 1’UniversitC de Gen&ve 

Errata 

Helv. 43, 1578 (1960), Abh. Nr. 193 von B. FECHTIG, J. v. Euw, 0. SCHINDLER 
& T. REICHSTEIN, bei Fig. 9 sol1 es heissen: Cy-Be-Thf-(3:2:1), anstatt: Be-Thf-(2:1). 

Helv. 43,1900 (1960), Abh. Nr. 232 von H. HOPFF & M. CAPAUL, erste Gleichung, 
lies: AH = 8,088 kcal - Mol-l, anstatt: 0,088 kcal - Mol-l; ibid., Zte Gleichung, lies : 
d: = 1,139 - 0,00129. t, anstatt : 0,0012 g * t. 

Helv. 43,217 (1960), Abhandlung No. 269 von P. SCHINDLER & A. B. GARETT, 
Zeile 12, lies: log *p33 = - 8,66, anstatt : - 9,66. Ferner sollte durchwegs stehen: 
log *K,o = 6,86, log *K,33 = 11,67, anstatt: - 6,86 und -11,67. 

Helv. 44, 78 (1961), Abhandlung Nr. 9 von E. JENNY & F. LEUTHARDT, 1. Zeile 
des Titels, lies: Glykok011-[2-~4C], anstatt : Glykok011-[2~~-C]. 




