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obtained by bromine oxydation in neutral or slightly alcaline medium of the corre- 
sponding t-alkyl phosphorous monoesters. 

t-Alkyl phosphoric monoesters are split very quickly in acid solutions and are 
very stable in alkaline solutions. The curve of the scission velocity constants in 
dilute aqueous solutions in function of the pH shows no maximum (at pH 4,5) as do 
the curves of ordinary phosphoric monoesters ; this scission must therefore proceed 
differently : it is probably no hydrolysis, but an ,&elimination of phosphoric acid 
yielding on the other hand an unsaturated hydrocarbon. When a -COOH (or -CONH,) 
group is fixed on the tertiary C ,  these monoesters become much more resistant 
toward protonic attack; they undergo normal hydrolysis and present a curve of the 
velocity constants of scission in function of the pH which is similar to the curves of 
ordinary monoalkyl phosphoric acids. 

Laboratoires de chimie organique et pharmaceutique 
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181. Etude de structures peptidiques 
ti l’aide de phenylisothiocyanate VII [ill) 

Sur la reaction de quelques acides aminks et de quelques thiols 
avec le phenylisothiocyanate 

par Emile Cherbuliez, J. Marszalek et J. Rabinowitz 

(25 V 64) 

Dans notre prkckdent mkmoire [l], nous avons d6crit des mCthodes de skparation 
des phknylthiohydantoines (PTH) de divers acides aminks, notamment par chromato- 
graphie sur couche mince de silice ou d’alumine. Nous avons Cgalement dCja indiquC 

l) Les chiffres entre crochets renvoient i la bibliographie, p. 1672. 



Volumen 47, Fasciculus 6 (1964) - No. 181 1667 

une mkthode de prCparation (basCe sur le procCdk d’EDMAh’ [ Z ] )  et de purification de 
certaines de ces phhylthiohydantohes [3].  

Comme ces PTH sont utilisCes comme substances de rCfCrence lors de la dCgrada- 
tion des peptides par dbtachement de l’acide amink N-terminal sous forme de phknyl- 
thiohydantoine justement, il est indispensable qu’elles soient trhs pures, de manihre B 
ne prksenter qu’une seule tache A la chromatographie. 

Dans le prksent mCmoire, nous dkcrirons un prockdk amCliorC permettant d’obtenir 
ces PTH (dont quelques-unes que nous n’avions pas dkcrites [3]) avec un degrk de 
puretC suffisant, et des prockd6s modifiCs ou nouveaux pour la synthhse des ph6nyl- 
thiohydantoines de la cystine et de la cystkine. Les acides aminks utilisCs Ctaient tous 
des acides L de la Maison FLUKA (Buchs). Les phknylthiohydantoines obtenues Ctaient 
doudes d’une activitk optique mesurable dans le cas de l’histidine, de la norleucine et 
de la thrkonine. L’absence de pouvoir rotatoire dans le cas des autres PTH dCcrites 
ici peut &re due soit i la petitesse de ce pouvoir, soit B une racemisation en cours de 
prkparation. Cette question ne semble pas avoir CtC examinbe de plus prhs jusqu’i 
present. - La PTH de la L-alanine dkcrite antCrieurement par nous [3] est Cgalement 
douCe de pouvoir rotatoire (v. tableau). 

I. Prkparation de phe‘nylthiohydantoines de divers acides amine’s sans groupe thiol. - a) P T H  
d’acides aminks non so%fris. Dans un erlenmeyer Tad6 de 500 ml, on introduit 30 ml de KOH 
alcoolique 2 ~ ,  0,05 mole d’acide amin6 et  5 B 10 ml d’eau et  agite jusqu’8 dissolution compl8te. 
On ajoute alors 270 ml d’alcool absolu et 0,055 mole de phCnylisothiocyanate. On bouche le flacon 
et l’abondonne 1 nuit L la tempCrature ambiante. 

C,H,-N=C=S + H,N-CHR-COOH --.+ C,H,-NH-CS-NH-CHR-COOH 

La solution contenant le derive thiocarbamyle est Bvaporke B sec sous vide. Le rdsidu sirupeux 
est dissout dans le minimum d’eau et  on extrait l’excks de phenylisothiocyanate (s’il y a lieu) par 
3 fois 100 ml de benzene et  3 fois 100 ml de cyclohexane. La solution aqueuse est Bvaporee B see 
sous vide (tempkrature du bain inferieure k 30”). On reprend le rBsidu par 150 ml d’acide acdtique 
glacial (gBnBralement tout s’y dissout) et ajoute 150 ml d’acide chlorhydrique concentre (s’il y a 
debut de pricipitation, on rajoute CH,COOH jusqu’h dissolution). On laisse reposer le tout une 
nuit B temperature ambiante; la majeure partie du derive cyclique (PTH) precipite e t  on compl&te 
cette precipitation en abandonnant ce melange quelques heures B 4’. On filtre la phenylthio- 
hydantoxne form& et la recristallise dans I’alcool absolu ou aqueux, ou I’acide acetique glacial ou 
aqueux. 

H+ 
C,H,-NH-CS-NH-CHR-COOH + C,H,-N-C = S 

I I 
‘ O=k,,ikH 

CH PTH 
I 
R 

Le filtrat Cvaport! L sec fournit une quantitk supplkmentaire (relativement faible) de PTH. 
Parmi les PTH preparees (v. Tableau), celles de la L-norlencine et  de la L-thrdonine peuvent 

6tre Bgalement purifiees par sublimation. 
Dans le cas de la thrionine, il fau t  effectuer les operations prgcedentes (thiocarbamylation et  

cyclisation) k O”, pour obtenir un produit qui est tout B fait pur a p r h  recristallisation dans l’alcool 
(tache unique k la chromatographie); en travaillant B tempkrature ambiante ou plus BlevBe, le 
PTH obtenu est impur (2 taches) et il est nicessaire de le purifier par sublimation. 

Dans le cas du tryptophane, on effectue la cyclisation par chauffage du derive thiocarbamyld 
correspondant, dans I’acide adtique, 2 h B 40”. 
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La cyclisation de la ph6nylthiocarbamyl-arginine en PTH se fait par chauffage B reflux dans 
HC1 l ~ ,  pendant 2 h. On isole le chlorhydrate de PTH par dvaporation B sec. sous vide, de la 
solution chlorhydrique. On le recristallise dans l'alcool absolu. 

La PTH-histidine, sous forme de base libre, est sensible B la lumihre (le produit se colore) ; on 
l'isole dgalement sous forme de chlorhydrate beaucoup plus stable. 

Les acides amin6s trait& et  les rendements obtenus figurent dans le Tableau. 

P T H  d'acides aminis non soufvis (obtenus B partir d'acides L) 

Ac. am. de ddpart Rdt en F. des PTH ("C) So1v.b) de [a]g (so1v.b)) 
(mmoles) F'TH pure Litt.") trouve recrist. (c = 2) 

% u : D 

Arg ( 3 4 3  74C) 189 189-180 Et/H,O 1 : 3 non ddt. 
Asp(NH,) (70) 71 234 232-234 E t  god)  (NaOH 1 ~ )  
Asp (70) 65.5 233-234 228 Et/H,O 3 : 1 god) (NaOH 1 ~ )  
Glu(NH,) (60) 78 193 (dec.) 193-195 E t  0.d) (NaOH 1 ~ )  
Glu (60) 64 169-170 165 Et/H,O 3 : 1 god) (NaOH 1 ~ )  

His (32) 87,5C) 200-206 205-212 Etldther 1 : 1 - 21" (Me) 
Nle (70) 6658) - 134-136 Et/H,O 1 : 1 - 52" (Me) 
Try (50) 62 177 175 ac. ac6t. Ood) (Me) 

Gly (150) 64 245-248 245 ac. acCt. - 

Thr (70) 81,5e) 212 191-194 Et /H20 311 - 132" (Py) 
- - - - 32,6" (Me) Ala 131 - 

8 )  Produits recristallisds, obtenus B partir d'acides DL. 
b) AbrCviations: E t  = dthanol; Me = methanol; Py = pyridine. 
C) IsolCe comme chlorhydrate. 
d) Limitc de precision 1,5O. 
e) Purifike par sublimation dans le vide. 

b) P T H  de la cystine. Nous avons trouvd dans la litterature deux mentions concernant la PTH 
cystine: les produits obtenus par les deux auteurs ne sont pas identiques (F. 120" [4] e t  154' [5] 
respectivement). I1 nous a paru d8s lors interessant d'dtudier ce problhme, et nous avons finale- 
ment obtenu un produit chromatographiquement pur e t  donnant dcs resultats corrects & I'analyse 
centksimale. 

A une solution de 50 mmoles de cystine dans 25 ml de KOH conc. (32 g/100 ml), on ajoute 
250 ml d'alcool absolu contenant 110 mmoles de ph6nylisothiocyanate. Aprh 2 h de repos ?L la 
temperature ambiante, on dvapore B sec SOUS vide dans un bain de temperature infirieure B 30" 
(residu A). Si on desire isoler le derive thiocarbamyld (PTC), on acidifie le residu par HC1 dilue, 
dvapore le melange B sec sous vide e t  reprend le r6sidu par de l'acktone qui dissout le PTC. On 
filtre, Cvapore le filtrat B sec sous vide et  recristallise le residu (PTC) dans l'alcool. On obtient un 
produit relativement pur, F. 124-126'. 

C,,,H,,O,N,S, (510,6) Calc. N 11,0 S 25,2% Tr. N2) 10,9 S3) 25,3% 
Pour obtenir la PTH, il n'est pas ndcessaire d'isoler le PTC pur. On dissout directement le 

r6sidu tl dans 250 ml d'acide acdtique et  ajoute ensuite 250 ml de HC1 concentr6. On agite ce 
melange 36 h ?L temperature ambiante; la PTH-cystine precipite peu 8. peu. On filtre e t  lave le 
prdcipitd avcc de l'acdtone (qui dissout lcs traces dc F'TC encore pr6sentes e t  dkcolore le prdcipitd). 
Par recristallisation dans l'alcool absolu B chaud, on obtient la PTH-cystiue. F. 182-183", avec un 
rcndcment de 75%. [a13 = 0" & 1,5" (c  = 2, pyridine). 

C2,H,,0,S4 Calc. C 51,2 H 3,82 N 11,8 S ?7,2 yo 
(474,6) Tr. ,, 50,s ,, 4,03 ,, 11,64) ,, 27,Z3)0/, 

2, Dose selon KJELDAHL. 
3, Dose selon WAGNER [6].  
*) Dose selon DUMAS. 
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On recupkre encore un peu de PTH si on abandonne le filtrat precedent pendant quelques 
jours. 

Si au lieu de recristalliser dans l’alcool, on recristallise la PTH-cystine dans l’acide acetique 
glacial [5], on obtient un deriv6, F. 155-160”, dont les analyses centisimales ne jouent pas et qui 
n’cst pas pur chromatographiquement. 

Si on effectue la cyclisation du PTC en PTH h temperature plus Blevee (h  60” ou B l’dbullition), 
le rendement est beaucoup plus faible (12 ?I 30%), surtout si on prolonge la dur6e de chauffe. 

11. Re‘action du phe‘nylisothiocyanate avec des de‘rive‘s Q fonction thiol. Dans la 
littkrature, nous n’avons trouvk aucune indication quant B la PTH de la cystkine. 
Avant d’en aborder la synthkse, nous avons examin6 l’action du phCnylisothio: 
cyanate sur les thiols afin de nous rendre compte s’il Ctait possible de thiocarbamyler 
la fonction -NH, seule sans bloquer le groupe -SH de la cystkine, ou s’il y aura thio- 
carbamylation simultanke de ces 2 fonctions (-SH et -NH,). 

a) L a  re‘action du plze’nylisothiocyanate avec les mercaptans a C t C  peu CtudiCe. 
ROSHDESTWENSKI [7] a obtenu des N-phdnyl-dithiocarbamates d’alcoyle en faisant 
rkagir le phknylisothiocyanate sur les mercaptans correspondants en milieu fortement 
alcalin (KOH ou NaOH ?I 25%, etc.) ?I tempkrature ambiante et en prkcipitant le 
dCrivC dithiocarbamylk par HC1. Le dCrivC brut a CtC recristallisk dans l’alcool. 

Nous avons effectuk la phknylthiocarbamylation de l’hexade‘canethiol-1 en prC- 
sence de diffCrents catalyseurs basiques (KOH, Na,CO,, NaHCO,, pyridine) ; cette 
rCaction se fait avec de bons rendements dans tous les cas et particuli6rement en 
milieu pyridique et en milieu hydrogknocarbonate de Na + pyridine. 

N-Phhnyldithiocarbamate d’hexadkcyle C,H,NH-CS-SCH,(CH2),,CH3. 10 mmoles (2,58 g) 
d’hexaddcanethiol-1 sont dissout dans 50 ml de pyridine (ou un  melange de 35 ml de pyridine et 
35 ml d’une solution aqueuse saturee d’hydrogdnocarbonate de Na). On introduit 11 mmoles de 
phknylisothiocyanate (solution homoghne, avec la pyridine, mais non avec le mdlange pyridine- 
hydrogCnocarbonate aqueux, oh il y a une certaine pricipitation d’hydrogknocarbonate de Na, 
ce qui ne g&ne pas) et chauffe le tout 1 h B 40”. Aprh refroidissement, on neutralise ce melange par 
HCl et  extrait le derive dithiocarbamyld par 3 fois 50 ml d’Cther. On s k h e  la solution BthCrde sur du 
sulfate de Na anhydre, filtre e t  Bvapore le filtrat sous vide. Le residu, recristallise dans l’alcool 
absolu, fournit 3,s g (96%) de N-phhyldithiocarbamate d’hexadecyle pur, F. 74-75“. 

C,,H,,NS, Calc. C 702 H 10,O N 3,55 S 16,3% 
(3933) Tr. ,, 70,l ,, 10,3 ,, 3,50 ,, 16,1% 

b) La re‘action des mercapto-acides avec le Phknylisothiocyanate a fait l’objet de 
quelques travaux, particuli&rement dans le cas de l’acide thioglycolique. Si on laisse 
rCagir ces 2 composants dans H,O (on peut ajouter un peu d’alcool pour augmenter la 
solubilit6 du phCnylisothiocyanate ; ce qui montre bien que la phknylthiocarbamyla- 
tion de la fonction -SH est beaucoup plus rapide que celle de la fonction -OH) en 
faisant barboter un courant d’hydroghe [8] ,  ou bien en prksence d’un catalyseur 

H 
I -H,O 

C,H,-N=C=S + HS-CH,-COOH __f C,H,-N-C=S j C H N-C=S 
,-I I 

HOOC, ,S I o=c\ ,s 
C C 
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basique avec acidification subskquente [9] [lo], on obtient un dQivk de la thiazolidine: 
la N-phknyl-oxo-4-thiono-2-thiazolidine. 

L’acide N-phCnyldithiocarbarny1-acCtique intermCdiaire n’a pas Ctk isolC par ces 
auteurs, la cyclisation se faisant t r b  rapidement (ce qui est tout B fait normal, vu la 
grande facilitC avec laquelle se forme le noyau thiazolique). Dans le cas de l’acide 
8-mercapto-propionique, cette rCaction se fait toujours mais avec un rendement moins 
61ev6 que dans le cas de l’acide thioglycolique; le dkriv6 intermkdiaire peut Ctre isolC, 
car la cyclisation est ici beaucoup plus lente (cycle thiazinique), au point que le dCrivk 
intermkdiaire peut Ctre recristallisk dans l’acide acktique [lo]. 

Nous avons effectuk quelques essais avec l’acide thioglycolique en presence de 
catalyseurs basiques. Ici encore, nous obtenons les meilleurs rCsultats en prCsence de 
pyridine (ou du mClange pyridine + hydroghocarbonate de Na). Nous avons Cgale- 
ment rkussi B isoler l’acide libre non cyclisC intermkdiaire, soit I’acide (N-phCnyldithio- 
carbamyl) -acktique. 

Acide N-phdnyldithiocarbamyl-ace’lique, C,H,NH-CS-SCH,-COOH. On introduit 20 mmoles 
(1,84 g) d’acide thioglycolique dans 50 ml d’une solution aqueuse saturCc d’hydrogknocarbonate de 
Na. On ajoute 22 mmoles de phknylisothiocyanate e t  chauffe le tout, sous bonne agitation, 1 h %L 

40”. Aprhs refroidissement, on acidule par HCl dilu6, filtre immediatement e t  lave le prCcipit6 avec 
de l’eau froide. Par cristallisation dans le benzhe, on obtient 2,9 g (64%) d’acide N-phdnyldithio- 
carbamyl-acktique, F. 144-145”. 

C,H,O,NS, Calc. N 6,16 S 28,3% P.M. 227,2 Tr. N 6,20 S 28.3% P.M.  224 (titrage) 

Le filtrat benz6nique dvapork k sec, fournit 9% de dkrivC cyclique. 

N- Phdnyl-oxo-4-thiono-2-thiazolidine. Par dissolution ?I chaud de l’acide N-phknyldithiocarba- 
myl-acktique dans dix fois son poids d’acide acktique glacial, on obtient d6jA par refroidissemeut le 
derive cyclique, soit la N-ph~nyl-oxo-4-thiono-2-thiazolidine, F. 193”, avcc un rcndemcnt prcsquc 
quantitatif. 

On obtient facilement e t  directement le derive cyclique, avec un rendement de 73%. lorsqu’on 
traite l’acidc thioglycolique (10 mmoles) en solution dans la pyridine (50 ml), par le phknyliso- 
thiocyanate (11 mmoles) 2 h A40” et  qu’on acidule cnsuitc A chaud par HCl. Le prkcipit6 form6 est 
filtrd, e t  la solution aqueuse, extraite par 3 fois SO ml d’kthcr. Le rCsidu d’kvaporation de 1’Cther 
ainsi que le prCcipit6 pr6c6dent, rkunis e t  recristallisds dam l’alcool absolu, fournissent 1,S3 g de 
derive cycliquc pur, F. 193”. 

c) Cas de la cystiine. La phknylthiocarbamylation des acides aminks &ant rkaliske 
g6nCralement B pH 8-10, milieu favorable B la thiocarbamylation de la fonction -SH 
Cgalement, w u s  avons effectuC cette reaction dans le cas de la cystkine en milieu 
aquo-pyridique saturC d’hydrogknocarbonate de Na. Dans ces conditions, l’opkration 
prCsente l’avantage de se poursuivre en milieu homoghe et la thiocarbamyIation 
simultande des 2 groupements -SH et NH, se fait particulikrement bien. 

S 
HO- II 

zoo I H 
2 C,H,-N=C= S t HS-CH~-CH(NHz)-COOH -+ C,H5-NIILC-S-CHz-CH-COOH 

I 

I / 
HN N-C,H, 
\ /  

C 
II 
S 
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N ,  S-Di-(phBnyZthiocarbamyl)-cyste'ine (I). On dissout 50 mmoles de cystdine dans 50 ml d'une 
solution aqueuse saturie d'hydrog6nocarbonate de Na. On ajoute 750 ml de pyridine (il se forme un 
pr6cipitB d'hydrogdnocarbonate de Na) et agite ce mdlange pendant 6 h avec 110 mmoles de phdnyl- 
isothiocyanate. Ensuite on Bvapore le tout ?L sec sous vide (tempkrature du bain infkrieure h 30"). 
Le residu (essentiellement I) peut 6tre utilis6 comme tel en vue de sa transformation en ph6nyl- 
thiohydantoihe I1 correspondante. Pour isoler I (derive non cyclist+), on dissout le residu dans le 
minimum d'eau, filtre Bventuellement (dipht+nylthio-ur6e), acidule par HCl dilue et extrait le 
melange (une partie du de'rivd thiocarbamyle prdcipite) par 3 fois 100 ml d'6ther. On s k h e  la 
solution 6thdr6e sur Na,SO, anhydre, filtre e t  concentre le filtrat sous vide. Par refroidissement 
Bnergique, la majeure partie du derive carbamyle prdcipite; on filtre et Bvapore le filtrat 5, sec sous 
vide. Pre'cipitB et rdsidu sont sdchds sous vide sur P,O,. 11s sont tous deux identiques (F. 86") et 
donnent les memes analyses centksimales (on peut donc Bvaporer directement la solution BthBrBe 
8. sec). On obtient au total 17,95 g (92%) de N, S-di-(N-phdnylthiocarbamyl)-cystt+ine. 

Cl,H1,O,N,S, (391,5) Calc. N 10,s S 24,6% Tr. N 10,76) S 24,8')% 

Ce ddrivd n'est pas trhs stable. Si on le conserve dans un flacon ferm6, on note au bout d u n  
certain temps un dkgagement de H,S. 

S H 
H+ II I 

I __+ C,H,-NH-C-S-CH,-C-C=O 
I I  

HN, ,N-C,H, 
C 

I1 II 
S 

La cyclisation du derive thiocarbamyl6 I en thiohydantoine I1 se fait facilement B temperature 
ordinaire, dans un melange acide ac6tique (90%) et acide chlorhydrique conc. (10%). Cette 
hydantdine est parfaitement stable e t  se conserve trks  bien. 

PTH-cyste'ine-S-(N-~h~lzyZ-thiocarbamy~~e). 19,65 g (50 mmoles) de derive dithiocarbamyle I, 
ou bien le rdsidu brut provenant de la reaction de 50 mmoles de cysteine avec le phenylisothio- 
cyanate comme dBcrit plus haut, sont dissous dans 100 ml d'un melange acide acdtique (90 volumes) 
et acide chlorhydrique concentr6 (10 volumes). Au bout de 10 min, le ddrivd cyclisB I1 commence 
8. precipiter, et au bout de 3 h la reaction est integrale. Le prBcipit6 de PTH-cyst&ne-S-(N-phBnyl- 
thiocarbamylde) (11) est filtr6, lave ?I l'eau et sdche sous vide sur P,O,. On le recristallise dans le 
m6thano1, F. 165". Rendement 75% (13,s 9). [a]K = 0" f 1,5' (c = 1,9, pyridine). 

Cl,HI,ON,S, Calc. C 54,s H 4,05 N 11.2 S 25,8% 
(373,5) Tr. ,, 54,9 ,, 4.11 ,, 11,3,) ,, 26,06)% 

Si on augmente la proportion de HC1 ou la tempdrature, le rendement est moins bon. Vu 
l'instabilit6 des solutions (surtout alcalines) contenant la cystine, la cystdine [ l l ]  [12] ainsi que 
leurs hydantoines [13], surtout ?I chaud, il convient de ne pas trop modifier les conditions que nous 
venons de dkcrire. 

Lors de la chromatographie sur couche mince de silice avec le solvant: acetate d'6thyle 7 vol. + 
pyridine 2 vol. + eau 1 vol., la PTH de la cystine e t  celle de la cystdine S-phBnylthiocarbamyl6e 
migrcnt 8. la m&me hauteur (Rf identiques). Par contre, si on utilise le chloroforme comme solvant, 
la PTH-cystine ne migre pas et celle de la cystCine -S-phBnylthiocarbamyl6e a un Rf de 0,07. 

Nous n'avons pas encore examine le r6le que pourrait avoir ce mode de bloquage 
de la fonction -SH de la cystkine dans la synthkse peptidique. 

5, DosB selon KJELDAHL. 
6, Dose selon WAGNER [6]. 
,) Dose selon DUMAS, 
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SUMMI\RY 

The authors describe a modified procedure for the preparation of chrornatographi- 
cally pure phenylthiohydantoines of amino acids. 

In mild alkaline medium, cysteine reacts with 2 molecules of phenylisothiocyanate 
to yield the corresponding N and S phenylthiocarbamylated derivative which, 
treated at room temperature with a mixture of CH,COOH (9 vol.) and concentrated 
hydrochloric acid (1 vol.), is transformed into the corresponding S-phenylthiocarba- 
rnylated phenylthiohydantoine (75o/b yield). 

The phenyldithiocarbamates of hexadecanethiol and thioglycolic acid are also 
described. Laboratoires de chimie organique et pharmaceutique 

de 1’Universiti: de Gen&ve 
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Errata 
Helv. 46, 712 (1963), Abhandlung Nr. 78 von H. SIGEL, H. BRINTZINGER & 

H. ERLENMEYER, muss das Gleichgewichtsschema lauten : 
L c - - I 

S. 713, Gleichung (1) muss lauten: 

PKELH = PKFH + P K L l -  PKkL 

PKL-3 = P G H  + PKLH - PKk, * 

anstatt : 


