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Es wird die Geschwindigkeit der Kohlendioxydabspaltung
aus d,1-Phenylalanin-N-carbonsidureanhydrid unter dem Einflufl
von N-Athylglycindisthylamid und p-Chloranilin in Nitro-
benzol- und Benzollbsung gemessen. Das Kohlendioxyd wird
nach Absorption in Natronlauge durch Leitfahigkeitsmessung
quantitativ bestimmt. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir
Start- und Wachstumsreaktion der Polypeptidbildung werden
angegeben. An einigen der erhaltenen Polypeptide werden
Endgruppenbestimmungen ausgefithrt und ein Vergleich mit
dem kinetisch zu erwartenden Endgruppengehalt durchgefiihrt..

Einleitung.

Von Breitenbach und Rickier® wurden kinetische Versuche iiber die
Bildung hochmolekularer Polypeptide aus Phenylalanin-N-carbonséure-
anhydrid und Sarkosin-N-carbonsiureanhydrid angestellt. Diese Versuche
wurden in Nitrobenzol- und Benzollésung ohne sonstige wirksame Zusétze
ausgefithrt. Die Ergebnisse zeigten aber doch, dafl auch in diesem Falle
die Reaktion wahrscheinlich durch zufillig anwesende Substanzen ein-
geleitet wird, die imstande sind, mit der Anhydridgruppierung zu reagieren
und das Anhydrid in einen Aminokérper iberzufithren. Als solche
Startsubstanzen kommen vor allem Amino- oder Hydroxylverbindungen
in Frage. Formuliert fiir Phenylalanin-N-carbonsédureanhydrid und ein
Amin R—NH, laufen also folgende Reaktionen abZ:

1 .J. W. Breitenbach und F. Richter, Makromol. Chem. 4, 262 (1950).
2 R. B. Woodward und C. H. Schramm, J. Amer. Chem. Soc. 69, 1551
(1947).
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Wenn man die Geschwindigkeit der Elementarreaktionen 2 als
unabhingig vom Polymerisationsgrad # des Peptids ansieht, so sind die
beiden Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung %, und %, fir den
Umsatz des Anhydrids mafigebend. Aus der Messung der Geschwindig-
keit des Anhydridumsatzes ist es daher durch eine kinetische Analyse
moglich, diese Geschwindigkeitskonstanten zu bestimmen und zu sehen,
ob der angenommene Mechanismus zutrifft.

Um definierte Geschwindigkeitsverhiltnisse zu haben, ist es not-
wendig, nicht nur mit definierten Anhydridkonzentrationen, sondern
auch mit solchen eines bestimmten Starters zu arbeiten.

Von den beiden in der ersten Arbeit untersuchten Stoffen wurde
d,l-Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid weiter bearbeitet. Uber das
kinetische Verhalten des Sarkosin-N-carbons#ureanhydrids liegt schon
eine Verdffentlichung von Waley und Watson® vor.

Die frither angewendete manometrische Methode erwies sich fiir die
kinetischen Versuche als zu ungenau. Zur Geschwindigkeitsmessung
wurde das abgespaltene Kohlendioxyd durch einen Stickstoffstrom aus
der Reaktionslosung entfernt, in Natronlauge absorbiert und die absor-
bierte Menge aus der Anderung der Leitfihigheit bestimmt.

Substanzen.

d,l-Phenylalanin-N-carbonsdureanhydrid wurde nach der Fuchsschen
Methode#, entsprechend der Vorschrift von Farthing und Reynolds® dar-

3 8. G.Waley und J.Watson, Proc. Roy. Soc. London, Ser. A 199, 499 (1949).
¢ F. Fuchs, Chem. Ber. 55, 2943 (1922).
5 A.C. Farthing und R.J. W. Reynolds, Nature 165, 647 (1950).
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gestellté. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus absolutem Essigester-
Petrolidther, Schmp. 127° (Zers.) wurde es in kleinen Portionen im Hochvak.
eingeschmolzen und so aufbewahrt. Ks zeigte auch nach Monaten noch
keinerlei Verdnderungen, auch nicht im Verhalten bei den kinetischen Ver-
suchen. Insbesondere blieb in den Einschmelzrohrchen das Hochvak. auf-
recht, ein Zeichen, daBl keine Polymerisation eingetreten ist. '

Als Starter wurden N-Athylglycindithylamid?, C,H; NH - CH, -
- CO-N(C,Hj),, und p-Chloranilin verwendet. Ersteres wurde unter Luft-
abschlu8 und Kihlung aufbewahrt. Sdp.,, 113 bis 115°. Seine Reinheit
wurde durch potentio-
metrische Titration iiber-
priift. Dabei wurdedie ba- 2N
sische Dissoziationskon-
stante bei 26° zu 6 - 10~%

bestimmt. Das trockene sz
p-Chloranilin wurde
durch Sublimation im 570
Vak. gereinigt. Schrop.
70°. &
Als Loésungsmittel 3 5%
wurden verwendet : Nitro- E:
benzol, das iiber festen 3 90
KOH einige Stdn. erhitzt E
und im Vak. destilliert 3
wurde; p. A. Benzol, iiber X 47
Na aufbewahrt. Bre-
chungsindex des Nitro-
benzols: n2yg, = 1,65842. /[ { . 1 L
—— k2 7 75 20 25
Versuchsmethodik. .. 5 ‘Z—? 2 “ 4 A
Das bei der Bildung Absorbierte Mole (0p, 105
der Polypeptide abgespal- Abb. 1. Eichkurven fiir die CO,-Bestimmung durch

tene CO. wurde, wie er Leitfihigkeitsmessung.
2 s -

wihnt, durch einen iner-

ten Gasstrom (hochgereinigter Stickstoff) aus dem Reaktionsgefd in eine
mit verd. Natronlauge gefillte Leitfahigkeitszelle nach Waugh® gespiilt
und dort absorbiert. Aus dem Widerstand in einem bestimmten Zeitpunkt
lieB sich das bis dahin entwickelte Gas bestimmen.

Die Leitfihigkeit wurde mit einer Kohlrausch-Briicke gemessen. Als
Nullanzeigegeriit diente ein Verstdrkerrshrenvoltmeter fir 50 Hz Wechsel-
strom mit Nullpunktsanzeige durch ein Mikroamperemeter. Unter den
gewihlten Versuchsbedingungen (zirka 0,1 g Anhydrid Einwaage und 50 cem
0,03876 n Natronlauge mit 1 Vol.-% n Butanol als Zellenfiilllung) gestattete
diese Anordnung den jeweiligen Umsatz auf 1%/, gemau zu bestimmen.

¢ Wir danken Herrn Prof. Dr. F. Wessely herzlich fir die Uberlassung
des fiir die Synthese bendtigten Phosgens.

7 Das N-Athylglycindidthylamid wurde uns von Herrn Dr. H. Kvasnicka
Uberlassen, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle herzlich danken.

8 J.G. Waugh, Ind. Eng. Chem., Analyt. Ed. 9, 96 (1937).
72%



1106 J. W. Breitenbach und K. Allinger: [Mh. Chem., Bd. 84

Hine genaue Beschreibung der Versuchsmethodik findet sich in der Disser-
tation von K. Allinger®.

Die” Eichung der Anordnung erfolgte in der Weise, daB in den Zer-
setzungskolben eine schwefelsaure Natriumoxalatlésung gebracht und
gemessene Mengen einer gestellten Kaliumpermanganatlosung zugesetzt
wurden; das entwickelte CO, wurde ebenso wie bei den Polymerisations-
versuchen durch einen Stickstoffstrom in das Leitfdhigkeitsgefal tber-
getrieben. Es wird so fiir eine bestimmte Laugenfiillung der Zelle eine direkte
Beziehung zwischen Widerstand und entwickelten Molen CO, erhalten.

Um immer im Gebiete optimaler MeB3genauigkeit zu bleiben, wurde mit
drei verschiedenen Vergleichswiderstdnden gearbeitet; in Abb. 1 sind die
drei Eichkurven wiedergegeben. Die Walzenbriicke war in 1000 Teile geteilt,
die Vergleichswiderstinde waren fiir 0 bis 25 - 1078 Mole 50, fiir 25 .10
bis 50 - 1075 Mole 60 und fir 50 - 105 bis 75 - 10~% Mole 75 Ohm.

Tabelle 1. Polymerisation des d,l-Phenylalanin-N-carbonsédure-
anhydrids (NCA) in Nitrobenzollésung.

Starter: N-Athylglycin-dithylamid.

a) Bei 30°C.
Versuch
N1 N 2
Konzentration des
Anhydrids Mol/l...... 38,9 - 103 38,74 - 103
Konzentration des
Starters Mol/l ...... 0,783 - 103 3,27 - 103
Gesamtmenge des
Anhydrids Mole ..... 50,57 - 1073 50,37 - 10—3
Reaktionsdauer| Enftwickelte Umsatz Reaktionsdauer l Entwickelte Umsatz
Stdn. Mole CO,* 10° % d. NCA Stdn. Mole CO,- 10° % d. NCA
[ : |
0,167 = 1,2 2,4 0417 | 89 17,7
0,333 2,0 4,0 0,5 104 20,6
0,5 ‘ 2,9 5,8 0,75 | 133 26,4
1,0 | 5,1 I10,1 1,0 16,15 32,1
L5 70 | 139 2,5 ‘ 30,0 | 59,6
2,0 ‘ 8,5 ' 16,9 3,0 | 32,4 L 64,4
3,5 | 13,4 26,6 3,5 \ 34,9 69,4
5,5 S 19,3 38,3 4,0 | 36,85 73,2
19,5 { 40,6 80,4 4,5 \ 38,5 | 76,5
21,0 $ 41,65 82,5 11,5 46,1 . 9L,6
22,0 42,4 ‘ 83,8 21,0 | 46,55 | 92,5
68,5 . 48,3 95,7 ;
72,0 | 48,35 95,8 ?

® K. Allinger, Dissertation Universitit Wien (1953).
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Versuch
N3 . N4
Konzentration des -
Anhydrids Mol/l..... 32,98 . 103 37,86 - 102
Konzentration des :
Starters Mol/l ....... 9,72 - 10—3 0,5477 - 103
Gesamtmenge des
Anhydrids Mole ..... 49,47 - 10—5 49,21 - 103
Reaktionsdauer | Entwickelte | Umsatz Reaktionsdauer ) Entwickelte Umsatz
Stdn. Mole 00,* 105 | % d. NCA Stdn. ! Mole CO,- 105 | 9 d. NCA
! [
0167 150 | 303 0,333 L0 | 20
0,333 21,8 44,0 1,0 2,565 5,2
0,500 1 26,3 53,1 2,0 5,0 g 10,2
0,667 | 29,5 59,6 4,0 ' 9,5 19,3
0,833 | 318 64,2 60 139 > 28,3 -
1,0 i 33,8 68,2 - 18,0 ! 32,5 66,1
1,5 31,7 | 76,1 21,5 35,7 ) 72,8
2,0 39,9 80,6 68,0 47,6 } 97,0
3,0 41,35 ‘ 83,6 70,0 47,8 ; 97,4
4,0 ] 41,75 84,3 72,0 L 47,8 : 97,4
! | 75,5 ] 47,86 97,6
91,0 ? 48,3 98,2

Ergebnisse und Diskussion.
Versuche mit N-Athylglycindidthylamid in Nitrobenzol.

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Geschwindigkeitsmessungen
der CO,-Abspaltung aus Phenylalanin-N-carbonséureanhydrid in Nitro-
benzollésung bei Zusatz von N-Athylglycindidthylamid zusammengestellt.

Lediglich in einem Falle (N 4) wurde eine CO,-Menge erhalten,
die einer fast volligen Umsetzung des Anhydrids nach den Reaktionen 1
und 2 entspricht. Wenn auch in einigen Fillen bei lingerer Versuchs-
dauer eine merklich gréfBere CO,-Entwicklung zu erhalten gewesen wire,
s0 sieht man doch, dafl immer im spéteren Teil der Reaktion eine abnorme
Verlangsamung eintritt, wenn auch niemals ein volliger Stillstand zweifels-
frei beobachtet wurde. Zur Erklirung dieses Verhaltens kénnte man
annehmen, daf ein Teil des Anhydrids ohne CO,-Abspaltung reagiert,
etwa durch Umwandlung in ein Hydantoinderivat, wie das von Wessely
und John'® bei der Zersetzung des Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrids
mit Pyridin nachgewiesen wurde. Als mogliche Ursache fiir diese Um-
wandlung und damit die unvollstindige Kohlendioxydabspaltung wurde
dort schon eine teilweise Umlagerung des Anhydrids in das isomere
Isocyanat diskutiert. Schon der Umstand, daB es nicht zu einem volligen

10 . Wessely und M. John, Z. physiocl. Chem. 170, 38 (1927).
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Reaktionsstillstand kommt, macht aber das Auftreten solcher Neben-
reaktionen in dem erforderlichen AusmafB in unserem Falle unwahrschein-
lich. Die Verlangsamung der Reaktion ist wahrscheinlich auf eine geringere
Reaktionsfahigkeit der Peptide bei fortschreitender Reaktion zurfick-
zufithren (vgl. S. 1117).

Die Versuche N 6, N7 und N 8 zeigen, daB8 bei Anderung der
Anhydridkonzentration auf das Vierfache bei konstant gehaltener Starter-
konzentration der prozentuelle Umsatz am Anfang praktisch konstant

b) Bei 50° C.
Versuch
N5 N é
Konzentration des
Anhydrids Mol/l.... 38,9310 39,95 - 10-3
Konzentration des
Starters Mol/l ...... 0,5477 - 10—3 3,668 - 10~
Gesamtmenge des
Anhydrids Mole .... 50,62 105 51,94 - 10-5
Reaktionsdauer \’ Entwickelte Umsatz Reaktionsdauer | Entwickelte ’ Umsatz
Stdn. ’ Mole CO,- 10° | % d. NCA Stdn. Mole CO,- 108 r % d. NCA
0,167 } 1,5 3,0 0,167 6,95 ‘ 13,3
0,333 | 2,6 . 5,2 0,333 12,2 23,4
0,500 | 3,7 7,3 0,500 17,4 33,4
0,667 4,6 9,1 0,667 21,6 41,6
0,833 5,5 10,9 0,833 | 24,4 46,8
1,00 6,45 12,8 1,00 27,7 53,2
1,25 | 7.8 14,5 1,25 31,06 | 59,5
1,50 | 9,1 ! 18,0 L50 | 34,2 | 65,7
1,75 ! 10,35 | 20,5 1,75 | 36,6 70,3
2,00 | 11,6 | 23,0 2,00 ' 38,6 74,1
2,25 12,8 ‘ 25,4 2,50 | 41,4 79,5
2,50 14,0 | 27,7 3,00 L 43,05 82,7
4,00 | 21,2 ; 42,0 3,50 | 44,05 84,6
4,25 224 | 44,4 4,00 44,7 85,8
450 | 23,6 bo46,7 4,667 45,2 | 86,8
5,00 1 25,1 49,7 , |-
5,6 L 26,9 53,3 |
6,0 28,6 56,6 |
8,5 30,0 59,4 ;
7,0 ‘ 31,4 | 62,2 f
8,0 33,85 ‘ 67,0 \
9,0 ! 35,8 70,9 ‘
10,0 37,4 | 74,1 |
24,0 46,0 91,1 |
28,0 | 464 : 91,9 ‘
34,0 | 46,9 | 92,9
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Versuch
N7 N 8§
Konzentration des
Anhydrids Mol/l..... 19,59 - 102 84,73 - 103
Konzentration des
Starters Mol/l ....... 3,668 - 103 3,643 - 103
Gesamtmenge des
Anhydrids Mole ..... 50,94 - 105 50,84 - 105
Reaktionsdauer | Entwickelte Umsatz Reaktionsdauer| Entwickelte Umsatz
Stdn. Mole CO,+ 105 | % d. NCA Stdn. Mole CO,* 10° | % d. NCA
0,083 3,8 7,6 0,167 6,5 | 12,8
0,167 6,8 13,4 0,333 12,4 ‘ 24,4
0,333 11,8 23,2 0,500 17,8 35,1
0,500 16,05 } 31,6 0,667 21,5 42,4
0,667 | 190 = 374 0,833 25,65 | 505
0,833 | 22,2 43,7 1,00 28,4 | 55,9
1,00 f 25,4 50,0 1,25 32,75 64,5
1,25 28,5 56,1 1,50 35,6 ( 70,1
1,50 ; 30,15 59,4 1,75 38,5 75,8
2,0 C34,7 ‘ 68,3 2,0 | 40,05 { 78,9
2,5 / 37,7 : 74,2 2,5 ‘ 42,4 § 83,5
3,0 ! 39,4 77,6 3,0 43,56 i 85,7
3,5 | 40,35 79,5 3,5 44,0 86,7
4,0 ; 41,0 80,7 4,0 ; 44,2 ‘ 87,1
20,0 43,1 | 84,6 18,5 | 44,9 \ 88,4

bleibt; die Reaktion ist daher in bezug auf das Anhydrid von erster
Ordnung. Im spiteren Verlaufe tritt eine kleine Abweichung auf; es
ist fiir die Konzentration des Anhydrids ¢ die Halbwertszeit:

¢ =0,0196 Mol/l ....... 1 Std.,
0,000 , ....... 0,92 Stdn.,
00847 , ....... 083

Diese kleinen Abweichungen fithren wir auch auf sekundire Storungen
des Verlaufes nach erster Ordnung zuriick.

Ein Vergleich von Versuch N 5 und N 6 zeigt, daB bei einer Hr-
hohung der Starterkonzentration auf das 6,7fache die Reaktionsdauer,
nach der ein gleicher Umsatz erreicht ist, auch auf 1/6,7 abnimmt, was
auch erste Ordnung in bezug auf die Starterkonzentration bedeutet.

In Abb. 2 ist der Reaktionsverlauf logarithmisch dargestellt. Man
sieht (Versuche N 5, N6 und N 8), daf der Reaktionsverlauf tiber
einen groflen Teil des Umsatzes der ersten Ordnung gehorcht; erst im
spiteren Verlaufe tritt die schon erwidhnte Verlangsamung ein.
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Kinetik: Nach dem oben angegebenen Reaktionsmechanismus setzt
sich der gemessene Aphydridumsatz aus zwei Reaktionsgeschwindig-
keiten zusammen!!:

de
th =ky-cy gt ks oy (Cg—Cg),

s

(c, = Konzentration des Anhydrids, ¢g = Konzentration des Starters,
¢g, = Anfangskonzentration des Starters, c,, = Anfangskonzentration
des Anhydrids), daneben gilt noch fir ¢g

deg
p *Tt:klch~cs.
Ein strenger Verlauf nach
erster Ordnung ergibt sich
aus diesem Ansatz nur,
wenn

S

3

V4

1 by = .
b

Ymsatz in %

ve Die Versuchsergebnisse

Wit N zeigen daher, daBl sich
7% - £ + ! bei Start mit N-Athyl-
Reaktionsdzver [Stvaden] glycindidthylamid k; und

Abb. 2. Reakiionsverlauf nach erster Ordnung. kzzumindesf, nicht grb'Ben~
ordnungsmé&fBig  vonein-

ander unterscheiden. Eine einfache Integration der Differentialgleichung
zur Ermittlung der Zeitabhingigkeit von ¢, ist nicht méglich, wohl aber

erhilt man eine einfache Integralbeziehung zwischen ¢, und ¢g von
der Form

iﬂ.(l_ii>:ﬁ_.ln %o __(_kz_wl)/l___ °s
€S0 a0/ « Fa ‘g &y K Cso0 )

40 40 s
Nach dieser Beziehung ist fir 2, = k, 909, Starterumsatz schon erreicht
fiir einen Anhydridumsatz bei N 5 von 3,2%, bei N 8 von 10% und
bei N 6 von 21%, Ist %, kleiner als %, dann werden die Zahlen fiir
den Anhydridumsatz noch kleiner, im umgekehrten Falle gréfer, z. B.
fir kyjk; = 2 bei Versuch N 8 169, anstatt 109%,. Fir den groBiten
Teil des bei diesen Versuchen beobachteten Verlaufes erster Ordnung

11 8.G. Waley und J. Waison, J. Amer. Chem. Soc. 70, 2299 (1948).
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ist daher die Konzentration des freien Starters kiein gegen die Konzen-
tration der wachsenden Peptidketten und man kann die gemessene
Geschwindigkeitskonstante mit der der Wachstumsreaktion der Poly-
peptidkette gleichsetzen. Thr Wert ergibt sich aus den Versuchen N 5
und N 6 im Mittel zu 226, Bei Versuch N 7, mit dem gréfiten Ver-
héltnis cg,/c 4, ist die Geschwindigkeit am Anfang gréfer, als es diesem
Wert der Geschwindigkeitskonstante entspricht. Das spricht dafir,

daB %, groBer ist als &,, Y
da ja ein mefbarer Kin-
flufl eines solchen Gro- 25

Benunterschiedes am
ehesten bei dem gréfiten
Verhaltnis cg,fcy, sich
bemerkbar machen mu8.
Der Effekt ist aber zu
klein, um daraus quanti-
tative Schlisse auf k,
zu ziehen. Die Reak- i
tionsgeschwindigkeit L % —— +
wird hier Dbei hohen Reaktionsdover [Stunden]

Starterkonzentrationen
) Abb. 3. Abweichung von der ersten Ordnung bei groBem
schon zu grof; wir haben Starter-Anhydridverhltnis.
daher bei einer niedri-
geren Temperatur einen entsprechenden Versuch ausgefithrt.

Betrachten wir bei 30° zuniichst die Versuche N 1 und N 4 mit
kleinem Molverhiltnis Starter zu Anhydrid (Abb. 2). Sie verlaufen
cbenfalls bis mindestens 70%, Umsatz nach erster Ordnung und ge-
statten daher, die Geschwindigkeitskonstante &, zu berechnen; es werden
die Werte 109 und 115, im Mittel 112, erhalten.

Bei einem Starter-Anhydridverhdltnis von etwa 0,1 (Versuch N 2)
ist am Anfang schon eine etwas groBere Reaktionsgeschwindigkeit vor-
handen; beim Wert 0,3 (Versuch N 3) ist die Geschwindigkeitserh6hung
so deutlich (Abb. 3), daB man versuchenkann, daraus zu einer Abschétzung
von k;, zu gelangen. Die Reaktion verliuft allerdings auch hier schon
so rasch, daB der erste gemessene Umsatz (nach 10 Min. Reaktionsdauer)
schon 30%, betrigt. Diese Geschwindigkeit 148t sich mit &,/k, etwa 0,5
quantitativ wiedergeben. Das bedeutet, daB bei 30° die Geschwindigkeits-
konstante der Reaktion zwischen Starter und Anhydrid etwa doppelt
so groB ist als zwischen wachsender Kette und Anhydrid. Die Werte
fiir %, bei 30 und 50° entsprechen der Arrhenius-Gleichung

R

Umsartz m %

&

ky = 2,97 - 108 - ¢— 6940/ET Lit, Mol - sec.™.
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Versuche in Benzollisung.

Mit dem gleichen Starter wurden auch einige Versuche bei 30° in
Benzollssung angestellt (Abb. 4). Aus verschiedenen Ursachen (besonders
die groBere Flichtigkeit des Benzols ist fiir unsere MeSmethode ungiinstig)
haben diese Versuche nicht die gleiche Genauigkeit wie die in Nitrobenzol.

Auch hier kommt es bei hoheren Umsitzen immer zu einer starken
Verlangsamung der Reaktion, so daBl niemals eine 100%ige CO,-Abspal-
00+ tung beobachtet wurde.

Auch sonst sind die Ver-

85 hiltnisse den in Nitro-
benzol angetroffenen im
allgemeinen recht #dhnlich,
wenn auch die Streuungen
gréfer sind. Versuch B 3
und B 4 geben fir %, die
Werte 109 und 152. Trotz
der offensichtlichen Unge-
nauigkeit kann man wohl
schliefen, dafl auch quan-
titativ ziemliche Uberein-
stimmung mit den Ver-
suchen in Nitrobenzol be-
7 steht. Versuche mit einem
groflen Starter-Anhydrid-

75

Ymsatz 1 %
3

25

I J

k2
Resktionsdsver [ Stunden]

Abb. 4. Polpyeptidbildung in Benzollgsung. verhiltnis (Versu che B1
Vers. Nr. Konzentration des ! .

Anhydrids Starters u¥1d B ?) zeigen a%lerdmgs

B1  16,45-10-°Molfl 6,99-10° Mo/l hier keine wesentliche Er-

gg }Z’ﬁ?ﬁ}ﬁj o’ g’ggg'igj » hohung der Anfangsge-

B4  17.50°10°% .. - 0.466-107 . schwindigkeit, so daB viel-
B5 10,47-107%* ,,  2,886-10"% : i P

B6  3062-10- | 2886-10% leicht ko/k, niher bei eins

liegt.
Versuche mit p-Chloranilin tn Nitrobenzol.

Kin charakteristisch andersartiges Verhalten der Umsatzgeschwindig-
keit, ndmlich eine autokatalytische Geschwindigkeitszunahme bei niedri-
gen Umsitzen, ist zu erwarten, sobald &, klein gegen k, wird!2, Das ist
der Fall bei Systemen, denen keine besondere Startsubstanz zugesetzt
wurde und bei denen wahrscheinlich geringe Wassermengen, die dem
hygroskopischen Anhydrid anhaften, die Rolle des Starters iibernehmen.
Um an einem definierten Starter dieses Verhalten einwandfrei messen
zil konnen, ist es notwendig, eine Substanz zu verwenden, deren k;

12 Vgl. H. Dostal und H. Maork, Z. physikal. Chem., Abt. B 29, 299
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zwar klein gegen k,, aber doch. groll gegen die Geschwindigkeitskonstante
des Wassers ist, um von unvermeidlichen Wasserspuren maoglichst wenig
gestort zu werden. Nimmt man die Basizitdt der Substanzen als ein
ungefihres MaB fir ihre kinetische Wirksamkeit, dann ist es wahrschein-
lich, daB aromatische Amine etwa geeignete Startgeschwindigkeiten
hervorrufen werden ; wir haben daher p-Chloranilin verwendet, das dieser
Erwartung voll entsprochen hat (Tabelle 2).

Kinetik: Eine einfache Auswertung der Versuche mit p-Chloranilin
ist moglich unter der Annahme, dafl die Starterkonzentration wihrend
der Versuchsdauer prak-
tisch konstant bleibt
und der durch Reak- N1
tion 1 bewirkte Anhy-
dridumsatz neben dem
nach Reaktion 2 ver-

nachldssigt werden
kann. Aus den An-
sitzen
©ode

- =hos

700

N

&
T

N9

Umsatz 1 %
3
T

' (CSO - GS)a

8
T

deg
— 8 ke, ¢
dt 1°C4 So
folgt, daf} die Reaktions- 1 1 Il j )
s g 5 7 75 2 25
geschwindigkeit » vom Resktionsdouer [Stunden)
Beginn an zunimmt und . . L
. Abb. 5. Reaktionsstart mit p-Chloranilin im Nitrobenzol
nach einem Umsatz von bei 50° C.
ein Drittel des Anhy-
drids einen Maximalwert vy, (in der Zeiteinheit umgesetzte Bruch-
teile) erreicht, der gegeben ist durch

8

2 __ . . .
U max = 917 €40 Cso kl k?'

Die Lage der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit stimmt bei den Ver-
suchen N 9, N 10 und N 11 mit der theoretisch geforderten iber-
ein (Abb. 5), ein Beweis, dafl die gemachte Voraussetzung, geringer
Starterumsatz, zutrifft. Zur Berechnung von k, - &, aus der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit soll Versuch N 11 mit der hdchsten Starter-
konzentration herangezogen werden, da hier die Gefahr der Verfilschung
durch storende Verunreinigungen am geringsten ist. Die Maximal-
geschwindigkeit betragt 13,5%/Std. und damit ist

ky -k, = 8.
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Mit dem oben erhaltenen Wert fiir %, ist dann
ky = 0,036
und

oy = 6000.

Tabelle 2. Polymerisation des d,l-Phenylalanin-N-carbonséure-
anhydrids (NCA) in Nitrobenzollésung bei 50°C.
Starter: p-Chloranilin.

Versuch
N9 N 10
Konzentration des
Anhydrids Molfl ... .. 38,5 - 103 39,67 - 10-3
Konzentration des
Starters Mol/l ....... 3,8 102 38,09 - 103
Gesamtmenge des
Anhydrids Mole ..... 50,05 - 105 51,57 - 10-5
Reaktionsdauer ‘ Entwickelte \‘ Umsatz Reaktionsdauer [ Entwickelte Umsatz
Stdn. Mole CO,-10% : % d. NCA Stdn. \ Mole (C0,-10% ‘ % d. NCA
2,0 { 00 | 00 0,5 ‘ 0.0 . 00
3,0 0,2 1 0,4 1,0 0,3 I 0,6
3,6 0,45 0,9 1,5 ‘ 0,65 | 1,25
4,0 0,7 J 1,4 2,0 | 1,3 \ 2,5
45 | 095 | 1,9 25 | 21 4,0
55 | 1,45 | 2,9 3.0 | 3,2 I 8,2
6,5 2,1 4,2 4,25 5,9 | 11,5
85 | 375 | 7.5 45 | 63 | 122
9,5 | 45 | 9,0 5,0 1 5 14,6
22,5 | 250 i 50,0 5,5 8,9 . 17,3
23,5 271 542 65 114 E 22,2
245 | 29,0 | 580 7,0 128 24,9
25,5 l 30,6 ) 7,5 | 14,7 28,5
27,0 | 33,15 | 66,3 8,0 16,2 | 31,4
285 | 3515 | 703 85 182 | 353
30,0 | 37,0 | 74,0 9,0 / 198 . 384
33,2 | 40,1 b 80,2 9,5 21,5 41,8
470 | 460 | 020 10,5 . 250 | 485
1240 . 46,6 | 93,2 11,5 | 284 L 55,1
195,0 ! 47,0 94,0 125 | 320 | 621
; 23,5 45,0 | 87,3
‘ < 240 | 450 | 873
| 26,5 L 45,2 | 87,65
| 33,0 45,3 878
1 48,0 45,3 | 87,8

Versuch N 10, bei dem die Konzentration des p-Chloranilins nur ein
Fimnftel der von Versuch N 11 betrigt, liefert ziemlich tibereinstimmende
Werte, ndmlich
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ky- oy =97,
ky = 0,043,
keo/ley = 5300.

Bei Versuch Nr. 9 mit !/, der Starterkonzentration von Versuch N 11
ist allerdings die Abweichung betrichtlich. Es wirde sich ein &, = 0,16
ergeben ; wahrscheinlich ist diese zu grofle Geschwindigkeit durch geringe
Mengen von Verunreinigungen
bedingt. Versuch N 11
Einige orientierende Versuche - .

mit p-Chloranilin in Benzol- Konzentration des
16sung zeigten dort prinzipiell Anhydrids Mol/l...... 39,71 - 107%
gleichartige Verhiltnisse. Konzentration des ;

Durch den experimentellen Gei;ﬁfzznl\g{g 1(/116'5 """" 1934 - 1078
Nachweis, daBl je nach der che- Anhydrids Mole ..... 51,62 - 105
mischen Natur des Starters ein -
ganz verschiedenartiger Reak. Reaklionsdanor| Hniwickelie N
tionsverlauf zu erreichen ist, hat : S
der eingangs diskutierte Reak- 0,5 L5 2,9
tionsmechanismus eine wichtige 1,0 3,5 6,3
Stiitze erhalten; insbesondere L5 5,3 10,3
sind wohl die mit p-Chloranilin g’g 1 (I)’; ég’g
erhaltenen  autokatalytischen 3.0 135 26.2
Reaktionsverldufe in dieser Hin- 3,5 16,0 31,1
sicht iiberzeugend. Die frither 4,0 19,5 37,8
ohne besonderen Starterzusatz 4.5 22,7 ‘ 44,0

. . 5,0 25,5 ! 49,5
erhaltenen Ergebnisse lassen sich 5.5 28.4 } 551
offenbar alle als Startwirkungen 6.0 3.2 | . 606
von Wasserspuren deuten, da ja 6,5 33,5 65,0
niemals eine Berithrung des 7,0 35,25 ' 68,4
Anhydrids mit der Luftfeuchtig- Z’(ﬁ) 22’2 5 ;é"t
keit (bei der FEinwaage usw.) 8.5 305 | 766
vollig vermieden wurde. 21,5 45,0 ‘ 87,2

Endgruppen und mittlerer Polymerisationsgrad.

Nach dem diskutierten Reaktionsmechanismus sollte beim Start
mit N-Athylglycindisithylamid, das ja praktisch vollstindig umgesetzt
wird, der mittlere Polymerisationsgrad der am Ende der Reaktion vor-
handenen Polypeptide gleich dem Molverhdltnis Anhydrid zu Starter
sein. Da bei der Reaktion die sekundire Aminogruppe des Starters
verschwindet und dafiir eine primire Aminogruppe an der Polypeptid.
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kette entsteht, kann eine Endgruppenbestimmung nach van Slyke durch-
gefithrt werden?®,

Die experimentell ermittelten Amino-Stickstoffwerte zeigen die er-
wartete Abhingigkeit vom Anhydrid-Starterverhdltnis, allerdings liegen
sie durchwegs etwas hoher als berechnet. Fiir diese Differenz besteht
eine plausible Erklirungsmdoglichkeit, wenn man bedenkt, dafl in keinem
Fall eine vollstindige Umsetzung des Anhydrids beobachtet wurde

und daher ein mit dem
Tabelle 3. Endgruppenbestimmung Polymeren ausgefilltes An-

nach van Slyke. hydrid die Quelle fiir den
Molverhiltnis 4o gq. fAmi(nzsglzlijtoff zusétzlichen  Aminostick-
Versuch | Anhydnid/ |y o 0T ~  stoff sein kann. Es ergibt
Starter } ber. | gef. . .
1 ‘ . damit auch die Endgrup-
: | ; . .
N5 71,2 J 93,1 0,14 | 0,20 penbestimmung keinen
I};T:I)’ ‘;3’7 955 ‘ 0,20 8 gg Widerspruch zu dem an-
1 19,5 | 0,57 | oy
N 6 109 880 0,89 i 1,29 gen(;lmn}enen Reaktions
N3 34 1 847 241 2497 Inechanismus.

Es erscheint daher auch
gerechtfertigt, fiir die Endprodukte der mit p-Chloranilin angeregten
Polypeptidbildung aus den kinetischen Grofien mittlere Molgewichte
zu berechnen. Nach den kinetischen Ansdtzen von S. 1113 ist dieser

mittlere Polymerisationsgrad P:

51/ L ks Ca0—Ca
l/ 2 ky Cgp

Das ergibt fiir N 9 P = 82, fiir N 10 P = 48 und fiir N 11 P = 23,

Bemerkenswert ist der Endgruppengehalt, der an einem Phenyl-
alaninpolypeptid ermittelt wurde, das durch Polymerisation in Benzol-
16sung ohne Starterzusatz bei 70° durch 14 Stdn. erhalten wurde. Das
Anhydrid wurde hier vor der Polymerisation im Hochvak. getrocknet
und dann Benzol iiber Natrium im Hochvak. dazu destilliert. Trotzdem
enthielt das Polypeptid 0,149, Aminostickstoff, was als Endgruppe
gerechnet, einem mittleren Molgewicht von 9800 entspricht, wobei es
nach den Ergebnissen der gestarteten Polymerisation mdglich erscheint,
daB das mittlere Molgewicht in Wirklichkeit etwa um hdchstens 409,
hoher Liegt.

Dieses Polypeptid ergab in Benzollssung bei einer Konzentration
von 1 g/l eine reduzierte spezifische Viskositdt von 0,23. Fiir ein dhnliches
Peptid mit 5 /c = 0,18 hatten wir frither aus osmotischen Messungen
in Benzolldsung auf ein Molgewicht von 670000 geschlossen®. Es ist aber

12 Die Analysen wurden von Herrn Dr. G. Kainz ausgefihrt, wofiivr wir
ihm herzlich danken. Vgl. G. Kainz, Mikrochim. Acta (Wien), im Druck.
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nach den hier mitgeteilten Ergebnissen klar, daf in Benzollosung das
Polypeptid nicht molekulardispers vorliegt und daB der geringe gemessene
osmotische Druck auf Aggregation zuriickzufihren ist. Das ermittelte
osmotische Molgewicht gibt also nur ein MaB fiir die Stirke der Aggre-
gation. Bemerkenswert ist, daB, wihrend die Aggregation in Benzol-
josung zu Systemen mit hoher Viskositdt fithrt, in Nitrobenzol Aggregate
entstehen, die eine viel geringere Viskosititserh6hung verursachen,
obwobl es sich, wie die starke Lichtstreuung der Nitrobenzollosung zeigt,
ebenfalls um sehr grofe Aggregate handelt™.

Diese Beobachtung liefert vielleicht eine Erklarung fiir die auffillige
Geschwindigkeitsabnahme bei hoheren Umsdtzen. Aus der verhiltnis-
miafig geringen Viskositdtserh6hung, verbunden mit einer sehr groflen
Tritbung, muB man schliefen, daB die Peptidketten im Nitrobenzol
zu verhiltnismiBig kompakten, sehr grofen Teilchen aggregieren. Diese
Aggregation wird mit zunehmender Reaktionsdauer immer mehr in
Erscheinung treten und dazu fiihren, da$ ein groBer Teil der endstéindigen
Aminogruppen nicht mehr mit Anhydrid reagieren kann.

Es ist natirlich auch méglich, daf das CO,-Defizit nicht durch nicht
umgesetztes Anhydrid verursacht wird, sondern ein entsprechender Teil
des Anhydrids ohne Abspaltung von CO, reagiert. Wenn man annimmt,
dafl intermedidir die freie N-Carbonsiure:

CH,CH,

1

|
HC——C=0-NH-R

!

’ OH
HN c

AN
o}

entsteht, so kann diese ihr Proton anstatt an die eigene Aminogruppe,
was zur CO,-Abspaltung fithrt, auch an die endstéindige Aminogruppe
einer anderen Peptidkette abgeben, was zu einer Stabilisierung fiihren
wiirde:

CH,C,H,
HC——CO-NH-R
|
1 0
’1 7
HN-C FHN-R
o

14 Uber Viskositits- und Lichtstreuungsmessungen der Lésungen von
Phenylalaninpolypeptiden werden wir spéter ausfithrlich berichten.
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Eine Reaktion zwischen der freien N-Carbonsiure und der endstindigen
Aminogruppe einer Peptidkette kénnte auch unter Wasserabspaltung
zur Amidbildung und damit zur Entstehung von Ketten, die eine Harn-
stoffgruppierung enthalten, fiihren. Man mufl immerhin beriicksichtigen,
daf in einzelnen Fillen (z. B. Versuch N 10) doch am Ende des Ver-
suches ein praktisch volliger Reaktionsstilistand beobachtet wurde. In
diesem Falle wurden nur 889, des theoretisch méglichen Kohlendioxyds
abgespalten. Das vollige Aufhoren der CO,-Entwicklung macht es un-
wahrscheinlich, dal noch 129, des Anhydrids unverindert vorhanden
sind. Beim gegenwirtigen Stand unserer Kenntnisse ist es aber ver-
fritht, den Einflul solcher Reaktionen auf die Kinetik des Prozesses
eingehender zu diskutieren.

Wir haben die angenehme Pilicht, der wan 't Hoff-Stiftung fir die
finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit zu danken.



