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Aus dem anwendungstechnischen Laboratorium der Forbenfabriken Bayer AG,
Krefeld-Uerdingen

Zur Kenntnis des Pyrokohlensidurediidthylesters

1L Darstellung und Eigenschaften der Carbiithoxyderivate von Aminosiuren,
Peptiden, Flavanon- und Flavonolglykosiden

Von W. PauLus

Mit 1 Tabelle

(Eingegangen am 28. August 1967)

Von den im 1. Teil dieser Mitteilung angefiihrten Carbithoxyverbindungen
wurden folgende Substanzen neu synthetisiert:

L-x-N-Carbéthoxy-leucin
L-x-N-Carbithoxy-isoleucin
L-x-N-Carbéthoxy-phenylalanin
L-&-N-Corbéithoxy-glutamin
L-x-N-Carbithoxy-serin
L-N-Carbathoxy-hydroxy-prolin
L-N,O-Dicarbdthoxy-tyrosin
L-N,N’-Dicarbithoxy-ornithin
L-N-Carbéthoxy-histidin
L-x-N-Carbdthoxy-tryptophan
L-N,N’-Dicarbithoxy-cystin
N-Carbéthoxyglycyl-L-leucin
L-«-N-Carbithoxyalanyl-glycyl-glycin
3'-0-Carbéthoxy-hesperidin
4'-0-Carbathoxy-naringin
7,3',4’-0-Tricarbéthoxy-rutin

Die Substanzen wurden diinnschichtchromatographisch auf Einheitlichkeit
gepriift und auf Grund ihres chromatographischen Verhaltens und der Elemen-
taranalyse identifiziert.

Experimenteller Teil

I. Aminosiiuren: Wenn nicht anders angegeben, wurden die Aminosiuren in 50%igem
A%t?n in Form ihrer Tridthylammoniumsalze mit PKE umgesetzt. Der Fortgang der
Ca'rba‘thox?ﬁel‘lmg wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach beendeter Um-
setzur}.g wurde das Aceton i. V. entfernt, die wiBrige Reaktionslosung zur Entfernung von
thl. iiberschiissigem PKE mit Ather extrahiert, die carbithoxylierte Aminosiiure mit
h?;‘rserechneten Menge HCI freigesetzt und anschlieBend mit Ather oder Essigester extra-
a 11. Peptide: N-Carbithoxyglycyl-L-leucin. Eine wiiBrige Losung des Kaliumsalzes von
Nycyl-L-leucin wird mit 1,2 Moliquivalenten PKE, gelést in wenig Aceton, umgesetzt.
inagh Enffel'nur.lg des PKE-Uberschusses mittels Atherextraktion fillt man die K*-ionen
ds er K_alte mit HCIO, und filtriert. Das Filtrat wird i. V. zur Trockne eingeengt. Die
n“{:-nschlchtcl-]romatogmphische Untersuchung des Riickstandes (farbloses Ol) zeigt, daB

eben der Ninhydrin-negativen N-Carbithoxysiure geringe Anteile einer nicht sauer
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reagierenden und weniger polaren Substanz (s. Rj-Werte) vorhanden ist, bei der es sich
offenbar um den Athylester der N-Carbiithoxysiure handelt, denn die Verseifung des
Riickstandes (2 h Rkfl. in 2 n NaOH) verlduft quantitativ und liefert als Hydrolysen-
produkte nur Glycin und Leucin.

L-x-N-Carbiithoxyalanyl-glycyl-glycin. L-Alanyl-glycyl-glycin wird wie oben beschrie-
ben ebenfalls als Kaliumsalz in wiBriger Losang mit ca. 1,5 Moldquivalenten PXE um-
gesetzt. Aus der vom KCIO, befreiten Losung kristallisiert beim Einengen i. V. das Reak-
tionsprodukt aus. Smp. 176 °C.

Ber.: C = 43560%1 H= 6’21%9 N= 15’29%;
gef.: C == 43,72%, H = 6,19%, N = 15,25%,.
Ry-Werte nach Diinnaschichtchromatographie an Kieselgel G-Schichten: LM II =

Benzol/Aceton/Methanol/Eisessig = T0:5:20:5 (v/v/v/v[); LM III = Butanol/Eisessig/
H,5%ig =55:3:1,6 (v/vfv).

Substanz , IMII [ LM 11T Lokalisicrung mit
Glycyl-L-Leucin 0,04 0,41 Ninhydrin
N-Carbﬁthoxyglycyl-L-leucin 0,20 0,79 Bromkresolpurpur
N-Carbiithoxylglycyl-L-leucinii,tllylester 0,36 Front KMnQ, i. HiSO,,
L-Alanyl.glycyl-glycin 0,21 Ninhydrin
L-Ot-N-Carbiithoxyla]anyl-glycyl-glycin 0,70 Bromkresolpurpur

I11. Flavanon-, Flavonolglucoside: 3'-O-Carbiithoxyhesperidin - 1 H;0. 0,005 M (3,05 g)
?hrom&tographisch nicht ganz einheitliches Hesperidin (Smp. 249-253 °C Zers.) werden
In 75 m] Dimethylformamid aufgenommen und gelinde erwirmt. Nach Filtration und
Zugabe von 15 ml H,O erfolgt unter Riihren langsam Zugabe von PKE, bis sich diinn-
sOhlchtchrc:;ma.togr&phiAsch kein Ausgangsprodukt mehr nachweisen liBt; dazu werden
®twa 0,02 M (3,24 g) PKE bendtigt. Hierauf wird die Reaktionslésung i. V. (1-2 mm Hg)
bei 40 °C zur Trockne eingedampft, der dlige Riickstand in Aceton aufgenommen und mit

ther angerieben. Nach Filtration und Waschen mit Ather weist der Niederschlag einen
Smp. von 106 °C Zers. auf. Ausbeute: 3,2 g = 90% bez. auf Hesperidin. Umkristallisiert

azlm Methanol nach Behandlung mit A Kohle durch Anreiben mit Ather: Smp. 108 °C
ers,

Ber.: C = 53,10%, H = 5,78%;
gef.: O = 53,06%, H = 6,10%.

Die nach Verseifung bestimmbare CO,-Menge von durchschnittlich 7,2% entapricht
ebenfalls einem Monocarbiithoxyhesperidin, obwohl Hesperidin itber 2 enclische bzw.
Phenolische OH-Gruppen verfiigt. Offenbar ist die OH-Gruppe in 5-Stellung durch Wasser-
Bt_oﬁ' britckenbindung zur CO-Gruppe in 4-Stellung einer Carbithoxylierung oder Acylierung
nicht ohne weiteres zuginglich,

. 4-0-Carbiithoxy-naringin - 1 Hy0. 0,01 M (5,81 g) chromatographisch nicht ganz ein-
heitliches Naringin, gelsst in 100 ml Aceton, werden nach Filtration mit 20 ml H,0 und
10 Tropfen Trilithylamin versetzt. Hierauf wird unter Rithren PKE zugetropft (insgesamt
& 5 g), bis diinnschichtchromatographisch kein Naringin mehr nachweisbar ist. Die
Re&ktions]ﬁsung wird i. V. zur Trockne (1-2 mm Hg, 40 °C) eingeengt, in Aceton aufgenom-
men und die Carbithoxyverbindung unter Kiihlen mit Ather gefillt. Smp. 97 °C Zers.

Ber.: C = 53,70%, H = 5,71%;
gef.: O = 53,26%, H = 5,66%.

Die nach Verseifung bestimmbare CO,-Menge von durchschnittlich 8,64% entspricht
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ebenfalls einem Monocarbéthoxynaringin; die OH-Gruppe in 5-Stellung wird auch hier,
offenbar infolge von Wasserstoffbriickenbindung, nicht carbithoxyliert.

7,3",4’-0-Tricarbithoxy-rutin. 6,6 g (0,01 M) Rutin, gelést in 50 ml Dimethylform-
amid, werden nach Zugabe von 20 ml H,0 und 10 Tropfen Trigthylamin so lange mit PKE,
gelost in Aceton, versetzt, bis ditnnschichtchromatographisch kein Rutin mehr nachweis-
bar ist. AnschlieBend wird die Reaktionsldsung i. V. zur Trockne (1-2 mg Hg, 40 °C) ein-
gedampft und der Riickstand in Aceton aufgenommen. Nach Zugabe von Ather kristalli-
giert das Reaktionsprodukt aus (gelb). Smp. 125 °C Zers.

Ber.: C = 52,20%, H = 5,12%;
gef.: C = 51,61%, H = 5,10%.

Die nach Verseifung bestimmbare CO,-Menge von ca. 16,5% entspricht ebenfalls einem
Tricarbithoxyrutin; offenbar bleibt unter den eingehaltenen Reaktionsbedingungen die
OH-Gruppe in 5-Stellung einer Carbithoxylierung verschlossen.

Ry-Werte nach Chromatographie an Kieselgel G-Schichten, die aus 0,3 m Natriumaceta-
lésung aufgebracht werden: LM 1V = Athylacetat/Methylithylketon/Ameisensiiure/Wasser
= 5:3:1:1 (v/v/v/v); Lokalisierung im UV-Licht oder mit Joddampf.

Hesperidin 0,33
3’-0-Carbiithoxy-hesperidin 0,43
Naringin 0,39
4’-0-Carbiithoxy-naringin 0,49
Rutin 0,26

7,3",4’-0-Tricarbiithoxy-rutin 0,58

Ergebnisse

Im Anschluff an frithere Arbeiten (1-4) wurden weitere 11 Aminosiuren
mit PKE umgesetzt, so dall jetzt die Reaktionsprodukte aller natiirlich vor-
kommender Aminoséuren mit PKE synthetisiert sind. Erwartungsgemsaf
fithrt die Carbidthoxylierung von L-Serin und L-Hydroxyprolin zu den ent-
sprechenden N-Carbathoxyverbindungen, die Carbathoxylierung von L-Tyro-
sin aber entsprechend der phenolischen Natur der Hydroxylgruppe zu L-N,O-
Dicarbithoxy-tyrosin. Aus L-Histidin entsteht eine instabile N,N‘.Dicarb-
dthoxyverbindung, die unter Abspaltung von CO, und Athanol in die Mono-
carbathoxyverbindung iibergeht. Stabile N,N’-Dicarbithoxyverbindungen
liefern L-Ornithin und L-Cystin.

Die Peptide Glycyl-L-Leucin und L-Alanyl-glycyl-glycin lieBen sich eben-
falls glatt und weitgehend quantitativ mit PKE carbathoxylieren.

Als Beispiele fiir Flavanonglucoside wurden Naringin und Hesperidin und
als Beispiel fir Flavonolglucoside Rutin mit PKE umgesetzt. Dabei zeigte sich,
daB jeweils alle phenolischen OH-Gruppen bis auf die in 5-Stellung leicht carb-
dthoxyliert werden. Die Carbéthoxylierung der OH-Gruppe in 5-Stellung unter-
bleibt offenbar infolge Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung.

Zusammenfassung

Die Hydrolyse von Carbiithoxyverbindungen von Aminosiuren, Peptiden und An-
thoxanthinen mit Hilfe von Enzymen aus Schweineorganen wurde untersucht. Es wurde
gefunden, dafl die Aminosiurederivate zum Teil sehr glatt, zum Teil relativ langsam zu
den Aminosiiuren gespalten werden, wobei dann Sekundirreaktionen beobachtet werden.



W. Paulus, Kenntris des Pyrokohlensiuredidthylesters 15

C.&rbéithoxypeptide werden ebenfalls hydrolysiert. Sehr rasch und vollsténdig wurden auch
® O.Carbiithoxygruppen des Hesperidins, Naringins und Rutins abgespalten.
; Die benétigten Carbiithoxyverbindungen wurden durch Einwirkung von Pyrokohlen-
Saurediithylester auf Aminosiuren, Peptide und Anthoxanthine erhalten.
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