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Um eine eindeutig ablaufende Reaktion zu erhalten, werden bei der Synthese der 
verschiedenen Peptide jene Gruppen der bifunktionalen AminosAuren, die in der 
Reaktion nicht teilnehmen sollen, bekanntlich geschfitzt. Zum Schutz der Carboxyl- 
gruppe bedient man sich in vielen FAllen des mit Benzylalkohol (BzOH) gebildeten 
Esters, wAhrend die Aminogruppe in der Regel in Form des Carbobenzoxy-Derivats 
(CBO-) geschfitzt wird 1. 

Vor der Koppelung des N-terminalen Teiles eines N-CBO-dipeptid-benzylesters 
mit einer neuen AminosAure muss die Schutzgruppe abgespalten werden; das zu 
diesem Zweck meist verwendete Verfahren ist die Behandlung mit eisessigsaurem HBr. 
Im Laufe unserer Versuche stellten wir lest, dass sich das bei der Reaktion von papier- 
chromatographisch reinem GlutaminsAure-dibenzylester und p-C1-CBO-Alanin ge- 
bildete N-p-C1-CBO-ala-glu-(OBz)2 - dessen Elementaranalyse mit den berechneten 
Werten fibereinstimmte -nach  Behandlung mit eisessigsaurem HBr papierchromato- 
graphisch nicht als einheitlich erwies, sondern mehrere Verunreinigungen in nicht zu 
vernachl~ssigender Menge enthielt. Diese Beobachtung bildete die Grunc~lage unserer 
Versuche. Die Chromatogramme ffihrten zwangsweise zur Schlussfolgerung, dass 
auf Einwirkung des eisessigsauren HBr nicht nur die Schutzgruppen des N-terminalen 
Molekfilteiles abgespalten wurden, sondern dass dabei auch die Esterbindungen weit- 
gehend "hydrolysiert" wurden. 

Zwecks K1Arung dieses Problems stellten wir verschiedene Ester einiger Amino- 
sAuren dar, behandelten diese mit eisessigsaurem HBr, chromatographierten das 
Produkt und ffihrten die Auswertung der Chromatogramme nach Entwicklung mit 
Ninhydrin mit einem Densitometer durch. Aus den L6sungen wurde das Chromato- 
graphieren und die Auswertung nach 24-stfindigem Stehen wiederholt. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengefasst. 
Aus den Daten der Tabelle I geht deutlich hervor, dass die Zersetzung einiger Ami- 

nosAureester eine weitgehende ist. Bei den prAparativen Arbeiten bereiten die Neben- 
reaktionen ziemliche Schwierigkeiten, fiber diese berichteten wir an dem III. Euro- 
pAischen Peptid-Symposium, 196o, in BaseP. Werden an' Stelle der Benzylester die 
weniger reaktionsfAhigen ~,thylester verwendet, so ist das Ausmass der Zersetzung 
zwar geringer, jedoch noch immer bedeutend. Als das am meisten zersetzliche in der 
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Reihe der untersuchten Aminos~ture-Derivate erwies sich das Glu-y-OBz. Interes- 
santerweise erscheint nach der Behandlung des Glu-~-OBz mit eisessigsaurem HBr 
am Papierchromatogramm auch der Fleck des Dibenzylesters - und zwar in ziemlich 
bedeutendem Masse. Die Erkl~trung dieser Erscheinung dtirfte darin zu suchen sein, 

T A B E L L E  I 

Pvozentueller Anteil 

A minos,Ture Herstellung; 
Derivat Li t .  hack d. Behandlung hack 2 4 Stunden 

Diester Monoest~ Siiure Diester Monoester Saute 

G l u  (OBz)  ~ 2 42 41 17 25 42 33 

A s p ( O B z )  ~ 3 76 18 6 55 27 18 

G l u - y - O B z  4 o 27 73 o I o 9o 

Asp-/~-O]3z 3 o 84 16 o 67 33 

G l u - ~ - O B z  2 39 43 . 1 8  22 41 37 

Asp-~-O]3z  3 o 90 I o o 8o 20 

Glu  (O E t )  2 5 64 36 o 8 4 ° 52 

G l u - ~ , - O E t  6 o 84 16 o 47 53 

Asp - /~ -OEt  6 o 96 4 o 86 14 

G l y - O B z  7 - -  79 21 - -  - -  - -  

G l y - O E t  8 - -  88 I2  - -  - -  - -  

dass das sich im Laufe der partialen Hydrolyse des ~-Esters bildende Benzylbromid 
f/ihig ist, die leicht veresterbare, sehr reaktive ~,-Carboxylgruppe zu verestern. 
Eine /ihnliche Erscheinung wurde beim ~-Benzylester der Asparagins/iure nicht 
beobachtet. 

Zwar zeigen die Monoester die gleichen RF-Werte, fiihrten unsere Versuche 
dennoch zu dem Ergebnis, dass die Zersetzung der Diester praktisch zu reinen 
c~-Monoestern ftihrt. In der Asparagins/iure-Serie zeigte sich dies in den verschiedenen 
Farben der beiden Monoester, und in der Glutamins/iure-Serie darin, dass es gelang, 
aus dem Diester durch Behandlung mit eisessigsaurem HBr das Glu-~-OBz pr/ipara- 
tiv zu erhalten". 

Da eine Zersetzung auch bei den Glycinestern beobachtet werden kann, darf 
man annehmen, dass auf Wirkung von eisessigsaurem HBr jeder Aminosiiureester 
mehr oder weniger zersetzt wird. 

E X P E R I M E N T E L L E R  T E I L  

Behandlung mit eisessigsaurem Bromwasserstoff 

2o mg des zu untersuchenden Aminos/iureesters wurden mit o.5 ml 3o %igem eisessig- 
saurem HBr 15 Minuten geschiittelt, die Aminos/iure-Derivate dann mit 5 ml Ather 
gef/illt und unter * the r  in 5 m! Wasser gel6st. Unmittelbar aus der w/issrigen Phase 
wurde dann die L6sung auf das chromatographische Filterpapier aufgetragen. 
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Papierchromatographische Untersuchung 

Aus der L6sung der zu untersuchenden Probe trugen wir mit  Hilfe einer Mikropipette 
(VEB Glaswerke, Ilmenau) 5-60 7 auf einen Papierstreifen (Schleicher-Schtill 2o43a ) 
auf und chromatographierten mit der oberen, organischen Phase eines n-Butanol-  
Eisessig-Wasser (4:1:5) Gemisches 15-16 Stunden mit  aufsteigender Technik. Der 
aus dem Zylinder gehobene Papierstreifen wurde an freier Luft getrocknet, einige 

Male durch eine 0.2 %ige Ninhydrinl6sung (in n-Butanol-Chloroform I : I )  gezogen 

und bei IOO + 2 ° genau IO Minuten getrocknet. Die RF-Werte der untersuchten 
Aminos~iuren und ihrer Derivate sowie die mit  Ninhydrin gebildeten Farben zeigt 
Tabelle 11. 

TABELLE II  

A minosduren 
und ihre Derivate RF-Wert Farbe 

Glu (OH) ~. o. 17 
Glu(OBz) z o.82 
Glu-T-OBz 0.58 
Glu-a-OBz 0.59 
Glu(OEt) 2 o.68 
Glu-T-OEt o.46 
Asp(OH)~ o.I 5 
Asp(OBz) z o.82 
Asp-fl-OBz 0.62 
Asp-a-OBz o.63 
Asp(OEt) 2 o'65 
Asp-fl-OEt o.35 
Gly-OH o. 12 
Gly-OBz o.65 
Gly-OEt o.43 
Gly-OMe o.27 

violett 

violett 

violett 

violett 

violett 

violett 

violett 

gelblich braun 
gelblich braun 
violett 
gelblich braun 
gelblich braun 
violett 
violett 
violett 
violett 

D ensitometrische A uswertung 

Die nach der oben beschriebenen Methode entwickelten und gef~trbten Chromato- 
gramme wurden mit  Hilfe eines JouAN'schen Densitometers (Ref. 16o6) ausgewertet 1°. 

Der Papierstreifen war nicht lichtdurchl~issig pr~pariert. 
Unter Anwendung dieser Technik nahmen wir die Kalibrationskurven mit 

papierchromatographisch reinen Standardsubstanzen auf (Fig. I und 2). Die am Integ- 
rator direkt ablesbaren Millimeter-Entfernungen wurden in /,g der Aminosiiure- 

Derivate angegeben, und diese Werte in Kenntnis der Molekulargewichte, auf die 

Mengen der entsprechenden Aminos/iuren umgerechnet. Die in der Menge der Grund- 

Aminos~iuren ausgedrtickten Werte der einzelnen Flecke wurden aufeinander bezogen 
und in prozentueller Verteilung angegeben (Tabelle I). 
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80 I- / / *  Glu(tvOBz) und Glu[~-OBz) 
/ /4"C~u(OH)2 

6C tJ "/Glu(OBz)2 

4¢ / /  . "  

2 0  / / / / 4 / ) /  

' ~o ' 20 ~o 
Fig. I. Kalibrationskurven der Glutaminsiture 

und ihrer Benzylester. 

rl~ t ~ Asp (~-OBz) 
8 / 

/ /" 

/ 
60 i ~ AsP (OH)2 

/ / "  

40 i/; / /l~// 
! / / /  
r / / / / . , /  

2(2 / ÷////+/ x ~..~-.-x-- Asp(OBz)2 
/ ~ 1"x~' ' 

" 2'o ' 46 6~ 

Fig. 2. Katibrationskurven der AsparaginsAure 
und ihrer Benzylester. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es  wurde  die  pap ie rchromatograph i sche  Unte rsuchung  einiger AminosXureester  

nach  Behand lung  mi t  eisessigsaurem Bromwassers toff  durchgef i ihr t .  Dabe i  konn te  

fes tgeste l l t  werden,  dass diese Behand lung  zu einer tei lweisen Spa l tung  der  Es te rb in -  

dungen  f i ihr t  und  bei  den Pep t idsyn thesen  wird das  H a u p t p r o d u k t  durch  d i e s e ,  

in der  Nebenreak t ion  gebi ldeten ,  Verb indungen  verunreinigt .  Das Mass der  Zerse tzung 

wurde  d u t c h  die  dens i tometr i sche  Auswer tung  der  P a p i e r c h r o m a t o g r a m m e  bes t immt .  

SUMMARY 

Some amino  ac id  esters were inves t iga ted  b y  paper  c h r o m a t o g r a p h y  af ter  t hey  had  

been t r e a t ed  wi th  hydrogen  b romide  in glacial  acetic acid. I t  was found t h a t  th is  

t r e a t m e n t  caused pa r t i a l  c leavage of the  ester  bonds,  and  t h a t  in the  synthes is  of 

pep t ides  the  ma in  p roduc t  is con t amina t ed  wi th  the  compounds  formed in th is  side 

react ion.  The  ex ten t  of the  decomposi t ion  was de te rmined  b y  dens i tomet r ic  evalu-  

a t ion  of the  pape r  chromatograms .  
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