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Simple Gravimetric Test of Racemization 

Der erste Standard-Racemisierungstest wurde 1958 von 
Anderson und Callahan [ l ]  in die Peptidchemie eingefuhrt. 
Bei diesem noch heute verwendeten, inzwischen HPLC- 
modifizierten Testsystem [2], wird der bei der Peptidverknup- 
fung von Z-Gly-Phe-OH und H-Gly-OEt gebildete Tripeptidra- 
cematanteil durch fraktionierte Kristallisation vom L-Tripeptid 
getrennt und gravimetrisch bestimmt. Die Empfindlichkeit des 
Testes wird mit 1-2 % angegeben, der erforderliche Zeitbedarf 
betragt wegen der langwierigen Kristallisationsprozesse mehre- 
re Tage. 

Durch Zufall fanden wir kurzlich, dal3 bei der Synthese von 
Bz-Phe-Gly-OEt rnit DCC im Aufarbeitungsprozess der 
Essigesteriosung standig ein kristalliner Feststoff anfief (Fp. 
161 -162), der sich als optisch inaktiv erwies und auf Grund 
der analytischen Daten (Drehwert, Elementaranalyse, RP- 
HPLC, IR) und nach Vergleich rnit authentischem Material 
als Bz-DL-Phe-Gly-OEt 1 identifiziert werden konnte. Die ge- 
suchte L-Verbindung 2 (Fp. 142-143 "C; -39.2 O ,  c = 2 in 
Dioxan) fand sich in hoher Reinheit im Essigesterfiltrat 
(Tabelle 1). Wir konnten die extremen Loslichkeitsunterschie- 
de von 1 und 2 in Essigester fur den Aufbau eines einfachen 
Racemisierungstestes nutzen. Grundlage des Testes ist die 
Kupplung von Bz-Phe-OH rnit H-Gly-OEt, die Entfernung 
der nicht umgesetzten Ausgangsstoffe und Nebenprodukte 
durch die ublichen Waschoperationen und die fraktionierte 
Kristallisation des nach Abdampfen des Losungsmittels erhal- 
tenen Rohproduktes aus einer 2 %igen Essigesterlosung. 

Tabelle 1 Analytische Daten der Referenzpeptide 

Verb. Fp. [ a ] ~  (C = 2, C H N k'"' VC = Oh' 
["C] Dioxan) ber. 67.7816.2817.91 (em-') 

1 161-162 - gef. 67.9316.4518.03 3.2 1670 

2 142-143 -39.2 gef. 67.6316.5417.68 3.2 1670 

d' k' = (t,-to)lto (to = 2.63); Saule: 250-4 LiChrospher 100 RP-18, 
dp = 5 pm der Firma Merck; Fliehgeschwindigkeit: 0.8 ml/min; 
Laufmittel: 60 % waRr. MeOH; UV-Detektion: 220 nm 

') Amid I (in DCM) 

Beschreibung der Versuche 

Arbeitsvorschrift ,fur die Bestimmung der Rucemisierung 

2,5 mmol Bz-Phe-OH werden in 30 ml DCM gelost. Zu der auf 
0 "C abgekuhlten Losung fiigt man 2,5 mmol frisch destillierten 
Glycinethylester und anschliefiend 2,5 mmol Kupplungsrea- 
genz hinzu. Das Reaktionsgemisch wird 1 Std. bei 0°C und 
16 Std. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Der beim DCC- 
Verfahren ausfallende Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert. 
Die DCM-Phase wird nacheinander rnit jewcils IS ml 2N 
HC1-Losung, H20, gesiittigter NaHCo3-Losung und H20 gewa- 
schen, anschlieBend uber wasserfreiem Natriumsulfat getrock- 
net. (Bei Verwendung von DMF wird vor dem WaschprozR das 
Losungsmittel abdestilliert und der Ruckstand in DCM aufge- 
nommen). Der nach Entfernen des Dichlormethans isoliertc kri- 
stalline Ruckstand (885 mg bei 100 % Ausbeute) wird rnit 45 ml 
Essigester versetzt, wobei 2 vollstandig in  Losung geht. Das 
kristallin verbleibende 1 wird abgetrennt, die Mutterlauge 
zur Halfte eingeengt und eventuell nachfallendes DL-Peptid 

Tabelle 2 Beispiele fur die Anwendung des Testes mit 
verschiedenen Kupplungsreagenzien 

Kupplungs- Losungs- % 8 DL*' c/o DL'' 
reagenzien mittel Ausb Bz-Phe-Gly-OEt Bz-Phe-Gly-OEt 

DCC DCM 78 38 38 3 

DCC DMF 76 39 41 8 

DCC-HOBt DCM 80 0 5  0 8  

CMC DCM 79 73 73 6 

EEDQ DCM 73 1 5  1 0  

BOP/NMM DCM 83 53 51 8 

PyBOPiNMM DCM 85 30 34 2 

TBTUNMM DCM 80 51 47 7 

a) gravimetrische Bestimmung 

h' HPLC-Enantiomerentrennung, % DL = 2 D/D + L * 100 
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Abb. 1 HPLC-Enantiomerentrennung von Bz-DL-Phe-Gly-OEt (a), Bz-L-Phe-Gly-OEt als Referenzverbindung (b) und dem 
Rohprodukt der TBTU-Aktivierung (c) an 250-4 Chiraspher ( 5  pm) der Firma Merck; Eluent: 80/20 tert-Butylmethylether/ 
THF; FluBrate: 0.8 ml/min; UV-Detektion: 254 nm; tR Bz-L-Phe-Gly-OEt: 5.18 min; tR Bz-D-Phe-Gly-OEt: 
6.44 min. 

isoliert. (Nur bei hohen DL-Anteilen mu13 der AbtrennprozeR 
wiederholt werden). Aus der Mutterlauge wird das reine L- 
Peptid 2 isoliert. Der Racemisierungsgrad ergibt sich aus dem 
gravimetrisch bestimmten DL-Anteil (siehe Tabelle 2) und 
zeigt erhebliche Differenzen bei den untersuchten Kupplungs- 
verfahren . 
Zur Uberprufung der Leistungsfahigkeit des Testes wurde die 
Racemisierung auch durch HPLC-Enantiomerenhennung an 
chiraler Phase bestimmt. Die HPLC-Modifizierung des Testes 
ergab keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des DL- 
Anteils im Vergleich zur gravimetrischen Bestimmung. 
Abbildung 1 zeigt die Enantiomerentrennung der Referenz- 
peptide Bz-DL-Phe-Gly-OEt (a) und Bz-L-Phe-Gly-OEt (b) 
sowie des Rohproduktes der TBTU-Aktivierung von Bz-Phe- 
OH mit H-Gly-OEt (c). Die optimale Enantiomerentrennung 
gelang an einer Chiraspher-Phase der Firma Merck (250-4, 5 
pm) mit einem tert-ButylrnethyletherRHF-Gemisch (80 : 20) 
als Eluent. 

Das vorgestellte Testsystem eignet sich fur schnelle orientie- 
rende Racemisierungsbestimmungen, z. B. zum Vergleich von 
Aktivierungsverfahren, Kupplungsbedingungen oder zur 
Schnelltestung racemisierungssenkender Additive bei Peptid- 
5ynthesen. Vorzuge des Testes sind: der hohe Racemisierungs- 
grad der N-Benzoyl-aminosaure, das in polaren und unpolaren 
Losungsmitteln annahernd gleiche Racemisierungsverhalten 
des Phenylalanins [3], die Erfassung der realen Racemisierung 
infolge der fehlenden asymmetrischen Induktion durch die 
Aminokomponenten sowie der mit etwa 24 Std. geringe Zeit- 
bedarf bei einer dem Anderson-Callahan-Test vergleichbaren 
Genauigkeit. 
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141 Aminosauresynibole nach einer Empfehlung der IUPAC- 
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Zusatzliche Abkurzungen: Z, Benzyloxycarbonyl; Bz, 
Benzoyl; DMF, Dimethyl formamid; DCM, Dichlorme- 
than; NMM, N-Methylmorpholin; HOBt, N-Hydroxyben- 
zotriazol; HOSu, N-Hydroxysuccinimid; DCC, N,N'-Dicy- 
clohexylcarbodiimid; CMC, N-Cyclohexyl-N'-[P-methyl- 
morpholino-ethyl]-carbodiimid-p-toluolsulfonat; BOP, 
Benzotriazol- 1 -y l-oxy- tris- dimethy lamino)-phosphonium 
hexafluorophosphat; ByBOP, Benzotriazol-l-yl-oxy-tris- 
pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphat; TBTU, 2- 
(1 H-Benzotriazol- 1 -yl)- I ,  1,3,3-tetramethyluronium tetra- 
fluoroborat. 
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