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

Vor der Koppelung des N-terminalen Teiles eines N-CBO-dipeptid-benzylesters
mit einer neuen Aminosiure muss die Schutzgruppe abgespalten werden; das zu
diesem Zweck meist verwendete Verfahren ist die Behandlung mit eisessigsaurem HBr.
Im Laufe unserer Versuche stellten wir fest, dass sich das bei der Reaktion von papier-
chromatographisch reinem Glutaminsiure-dibenzylester und p-Cl-CBO-Alanin ge-
bildete N-p-Cl-CBO-ala-glu-(OBz), — dessen Elementaranalyse mit den berechneten
Werten iibereinstimmte — nach Behandlung mit eisessigsaurem HBr papierchromato-
graphisch nicht als einheitlich erwies, sondern mehrere Verunreinigungen in nicht zu
vernachldssigender Menge enthielt. Diese Beobachtung bildete die Grundlage unserer
Versuche. Die Chromatogramme fiihrten zwangsweise zur Schlussfolgerung, dass
auf Einwirkung des eisessigsauren HBr nicht nur die Schutzgruppen des N-terminalen
Molekiilteiles abgespalten wurden, sondern dass dabei auch die Esterbindungen weit-
gehend “hydrolysiert” wurden.

Zwecks Klirung dieses Problems stellten wir verschiedene Ester einiger Amino-
sduren dar, behandelten diese mit eisessigsaurem HBr, chromatographierten das
Produkt und fiihrten die Auswertung der Chromatogramme nach Entwicklung mit
Ninhydrin mit einem Densitometer durch. Aus den Lésungen wurde das Chromato-
graphieren und die Auswertung nach z4-stiindigem Stehen wiederholt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengefasst.

Aus den Daten der Tabelle I geht deutlich hervor, dass die Zersetzung einiger Ami-
nosiureester eine weitgehende ist. Bei den priparativen Arbeiten bereiten die Neben-
reaktionen ziemliche Schwierigkeiten; iiber diese berichteten wir an dem III. Euro-
pdischen Peptid-Symposium, 1960, in Basel’>. Werden an’ Stelle der Benzylester die
weniger reaktionsfdhigen Athylester verwendet, so ist das Ausmass der Zersetzung
zwar geringer, jedoch noch immer bedeutend. Als das am meisten zersetzliche in der

J- Chromatog., 6 {1961) 155-158



156 J. BAYER, S. DUALSZKY, L. KISFALUDY

Reihe der untersuchten Aminosiure-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 Erklirung dieser Erscheinung diirfte darin zu suchen sein,

TABELLE 1
Prozentueller Anteil
Aminosdure Herstellung; nach d. Behandlung nach 24 Stunden
Diester Monoester Séure Diester Monoestcr Sdure
Glu(OBz), 2 42 41 17 25 42 33
Asp(OBz), 3 76 18 6 55 27 18
Glu-y-OBz 4 o 27 73 [ 10 90
Asp-8-OBz 3 o 84 16 o 67 33
Glu-«-OBz 2 39 43 .18 22 41 37
Asp-a-OBz 3 o 90 10 o 8o 20
Glu(OEt), 5 64 36 o 8 40 52
Glu-y-OEt 6 84 16 [ 47 53
Asp-f-OEt 6 o g6 4 o 86 14
Gly-OBz 7 — 79 21 — — —
Gly-OEt 8 — 88 12 — — —

dass das sich im Laufe der partialen Hydrolyse des a-Esters bildende Benzylbromid
fahig ist, die leicht veresterbare, sehr reaktive y-Carboxylgruppe zu verestern.
Eine dhnliche Erscheinung wurde beim «-Benzylester der Asparaginsiure nicht
beobachtet.

Zwar zeigen die Monoester die gleichen Rp-Werte, filhrten unsere Versuche
dennoch zu dem Ergebnis, dass die Zersetzung der Diester praktisch zu reinen
o-Monoestern fiihrt. In der Asparaginsiure-Serie zeigte sich dies in den verschiedenen
Farben der beiden Monoester, und in der Glutaminsiure-Serie darin, dass es gelang,
aus dem Diester durch Behandlung mit eisessigsaurem HBr das Glu-«-OBz pripara-
tiv zu erhalten®.

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

EXPERIMENTELLER TEIL

Behandlung mit eisessigsaurem Bromwasserstoff

20 mg des zu untersuchenden Aminosiureesters wurden mit 0.5 ml 30 %igem eisessig-
saurem HBr 15 Minuten geschiittelt, die Aminosiure-Derivate dann mit 5 ml Ather
gefdllt und unter Ather in 5 ml Wasser gelést. Unmittelbar aus der wissrigen Phase
wurde dann die Loésung auf das chromatographische Filterpapier aufgetragen.
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Papicrchromatographische Untersuchung

Aus der Lésung der zu untersuchenden Probe trugen wir mit Hilfe einer Mikropipette
(VEB Glaswerke, Ilmenau) 5-60 y auf einen Papierstreifen (Schleicher-Schiill 2043a)
auf und chromatographierten mit der oberen, organischen Phase eines #-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 Ninhydrinldsung (in #-Butanol-Chloroform 1:1) gezogen
und bei 100 + 2° genau 10 Minuten getrocknet. Die Rp-Werte der untersuchten
Aminosduren und ihrer Derivate sowie die mit Ninhydrin gebildeten Farben zeigt
Tabelle II.

TABELLE II

wnd e Devioate FEWert Farbe
Glu(OH), 0.17 violett
Glu(OBz), 0.82 violett
Glu-y-OBz 0.58 violett
Glu-o-OBz 0.59 violett
Glu(OEt), 0.68 violett
Glu-y-OEt 0.46 violett
Asp(OH), 0.15 violett
Asp(OBz), 0.82 gelblich braun
Asp-$-OBz 0.62 gelblich braun
Asp-a-OBz 0.63 violett
Asp(OEt), 0.65 gelblich braun
Asp-B-OEt 0.35 gelblich braun
Gly-OH 0.12 violett
Gly-OBz 0.65 violett
Gly-OEt 0.43 violett
Gly-OMe 0.27 violett

Densitometrische Auswertung

Die nach der oben beschriebenen Methode entwickelten und gefirbten Chromato-
gramme wurden mit Hilfe eines Jouan’schen Densitometers (Ref. 1606) ausgewertet?®,
Der Papierstreifen war nicht lichtdurchlissig préipariert.

Unter Anwendung dieser Technik nahmen wir die Kalibrationskurven mit
papierchromatographisch reinen Standardsubstanzen auf (Fig. 1 und 2). Die am Integ-
rator direkt ablesbaren Millimeter-Entfernungen wurden in ug der Aminosiure-
Derivate angegeben, und diese Werte in Kenntnis der Molekulargewichte, auf die
Mengen der entsprechenden Aminosduren umgerechnet. Die in der Menge der Grund-
Aminosduren ausgedriickten Werte der einzelnen Flecke wurden aufeinander bezogen
und in prozentueller Verteilung angegeben (Tabelle I).
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Fig. 1. Kalibrationskurven der Glutaminsiure Fig. 2. Kalibrationskurven der Asparaginsiure
und ihrer Benzylester. und ihrer Benzylester.
ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde die papierchromatographische Untersuchung einiger Aminosiureester
nach Behandlung mit eisessigsaurem Bromwasserstoff durchgefiihrt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass diese Behandlung zu einer teilweisen Spaltung der Esterbin-
dungen fithrt und bei den Peptidsynthesen wird das Hauptprodukt durch -diese,
in der Nebenreaktion gebildeten, Verbindungen verunreinigt. Das Mass der Zersetzung
wurde durch die densitometrische Auswertung der Papierchromatogramme bestimmt.

SUMMARY

Some amino acid esters were investigated by paper chromatography after they had
been treated with hydrogen bromide in glacial acetic acid. It was found that this
treatment caused partial cleavage of the ester bonds, and that in the synthesis of
peptides the main product is contaminated with the compounds formed in this side
reaction. The extent of the decomposition was determined by densitometric evalu-

ation of the paper chromatograms.
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