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224. W e r n e r  Kuhn, Carolina Catharina Mols ter  und 
K a r 1 F r e  u d e n b e r g I) : Zur Kinetik des Abbaus polymer-homo- 
loger Ketten: Die Geschwindigkeit der Hydrolyse einiger Amino- 

saure-Derivate. 
[Aus d. Chcm. Institut d. Universitat 1Ieidelberg.j 

(Eingegangen am 8. Juni 1932.) 

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen uber die Hydrolyse 
der  Cellulose und Starkea)  wurde unter anderem die Frage behandelt, 
welche Stellung ein sog. Biosan (ringformiges Biose-anhydrid) unter den 
Oligo- und Poly-sacchariden einnehmen sollte. Da ein solches Biosan un- 
bekannt ist, und auch die ubrigen Modelle in der Zucker-Chemie schwer zu- 
giinglich sind, wurde die alkalische Hydrolyse des Di-, Tri -  und Tetra-  
pept ids  des Glycins, sowie des Glycin-anhydrids untersucht. AuBer 
der Gegenuberstellung mit den Zuckern konnten Ergebnisse fur die EiweiB- 
Chemie erwartet werden, was auch eintraf. 

Messungen von Glycin-anhydrid und Glycyl-glycin hat P. A. Levene3)  ausgefiihrt, 
uud E. Abderhalden ' )  hat die hydrolytische Spaltung verschiedener Peptide ver- 
&hen ; diese Ergebnisse werden m i t e r  unten angefiihrt. 

Die Hydrolyse wurde in der Weise verfolgt, da13 die Menge an freicin 
Carboxyl durch Titration nach Sorensen in Abhangigkeit von der Zeit 
bestimmt wurde. Fiir die Berechnung der Reaktionskonstanten der verschie- 
denen Glycyl-glycin-Bindungen aus dem Hydrolysen-Verlauf wurden die 
folgenden Definitionen und Formeln zugrunde gelegt. Die genaue Ableitung 
der Formeln findet sich in der hollhdischen Dissertation von C. C. Mols ter6). 

Fur das D i p e p t i d  sei k, die Geschwindigkgitskonstante fiir dieSpaltung 
von Baustein I und 2. Der Spaltungsgrad a ist d a m  bestimmt aus: 

I -a = e-ht ........................... (1 1 
Fiirdas Glycin-anhydrid A-5- Asci kAdie Reaktioaskonstante jedereinzelnender 

beiden (identischen) Verknupfungsstellen A. hTach buflosung der einen derselben reagiert 
die ubrig bleibende Verkniipfungsstelle nach k, weiter. Smd zur 7 ~ i t  t von No urspriing- 

lich vorhandenen Verkniipfungsstellen S Stellen gelost, so ist der Spaltungsgrad a = -- ; 

kA bestimmt sich aus der Zeit-Abhangigkeit von a und der Konstanten k, durch die 
Beziehunge) 

S 
3- 0 

............ I - a = .2-. k - - k ~  e-2kAt- . -kL .e-kzt ( 2 )  k,- 2 kA kp-zkh - 
1) Theoretisch von W. K u h n ,  experimentell von K. F r e u d e n b e r g  u. C .  C. Mol -  

s t e r  durchgefiihrt. 
a) a) K.  F r e u d e n b e r g ,  B. 54, 770 [1921j; b) K. F r e u d e n b e r g  u. E. B r a u n .  

A. 460, 288 jxg28]; c) W. K u h n ,  B. 68. 1503 i1930); d) K. F r e u d e n b e r g ,  W. K u h n ,  
W. Di i r r ,  Fr. Bolz  u. G. S t e i n b r u n n ,  B. 68, 1510 [1930]; e) K.  F r e u d e n b e r g ,  
K. F r i e d r i c h  u. Mitarbeiter, B. 63, 1961 [1930]; f )  K.  F r e u d e n b e r g  u. W. K u h n ,  
B. 65. 484 [1932]; g) W. K u h n ,  Ztschr. physikal.Chem. (A) 159, 368 CI932j; h) K.  F r e u -  
d e n b e r g ,  K. F r i e d r i c h  u. I. B u m a n n ,  A. 494, 41 [I932]. 

3) Journ. ,biol. Chem. 81, 697 [1929], 83, 167 [1929]; vergl. 63, 661 [rg25]. 
4) Ztschr. physiol. Chem. 170, 146, 158 [1927!. 
6 )  Over de Hydrolysesnelheid van enige Polypeptiden en Diketopiperazinen, door 

C. C. Mols te r ,  Amsterdam 1932. 6) W e r n e r  K u h n ,  B. 63, 1509 [Ig30]. 
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1 2 5  
Fur das Tr ipept id  (Diglycyl-glycin -1-1- ) seien die Geschwindigkeitskon- 

stanten der Bindungen von Baustein I und z mit ka bzw. der Bindungen von Baustein z 
und 3 mit kp bezeichnet. 1st k. oder ka gelost, reagiert der Rest nach k, weiter. Es gilt 
dann fur die Abhangigkeit des Spaltungsgrades a von der Zeit die Beziehung (z), wenn 

dort anstatt kA die Gro& = k, (mittlere Konstante = Anfangs-Hydrolysen- 

konstante im Tripeptid) gesetzt wird. 

U P  

k +kp  
2 

t a a i  
a b c  T r i g l y c y l - g l y c i n ,  -\-(--I-. 

Die Konstanten der drei im Tetrapeptid vorliegenden Bindungen seien durch k,, 
kb, kc bezeichnet. In Analogie zum vorigen Falle des Tripeptids werden wir den Mittel- 

wert der drei Konstanten Irb kc = k4 setzen (Anfangs-Hydrolysenkonstante). 

Wahrend es aber im vorigen Falle fiir den weiteren Reaktionsverlauf gleichgiiltig war, 
ob ka oder kp zuerst reagierte, indem auf alle Falle aus dem Tripeptid ein Dipeptid ent- 
stand, tritt im Falle des Tetrapeptids ein Unterschied auf, ob zuerst eine der Rand- 
bindungen k,, kc oder aber die Mittelbindung kb reagiert. Bei Gsung von k, oder 4 ent- 
steht Monopeptid und Tripeptid, bei Losung von kb entstehen zwei Molekule Dipeptid. 
Da das Dipeptid nach ka, das Tripeptid mit den Konstanten ka u. kp weiterreagiert, er- 
gibt sich also ein Unterschied in der Geschwindigkeit des weiteren Verlaufes der Hydro- 
lyse. fur den Fall, dal3 kb groQ bzw. klein gegenuber den Randkonstanten,k, und k, ist. 

3 

\Venn andererseits das Verhaltnis q = ka ~ kc gegeben ist, so laOt sich sofort aus- 
zkb 

I 
= 100 __- Xol. in der Mitte kb sagen, daD von 1ooMo1. Tetrapeptid 100. 

ka+kb +kc 2 q + 1  

Mol. an einer der Rand- (nach kb) reagieren, wahrend 100. = 100 - 

bindungen ka oder k, aufgespalten werden. Wenn also k, und q vorgegeben sind, wahrend 
k, und k, aus den Versuchen am Dipeptid und Tripeptid festgelegt sind, ist der ganze 
Reaktionsverlauf vollstiindig bestimmt. Man erhalt dann fur den Spaltungsgrad : 

1-==e-:3k,t I---- 2 k4 ka-ka 

4 + kc 
ka+kb +kc z q + r  

+ [ 1 3k4-k2 I (3 k4- zk,) (2k~--kA 

+ k,- k2 

(3k4-2k3 (Zk3-kz) 

I + 24 (3k4-W (zka-k,) 

+ e- Ik, t -- 4q k, 
1 + 2 9 

e-k?t 2 k b  +- k8 4 q  k, 

13 k, 
(3k4-U (Zks-kJ 

- [ 1 i z q  3k4-k2 

wahrend z. B. die Ausbeute an Dipeptid (Zahl der Bausteine. die in Form von Dipeptid 
vorliegen, geteilt durch insgesamt vorhandene Bausteine) irn Verlauf des -4bbaus des 
Tetrapeptids gleich ist 

3 -3k , t  'b 

' , = y e  3k,-k, 
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Der beobachtete Hydrolysenverlauf laSt sich nun tatsachlich in allen 
Fallen durch die Formeln 1-3 genau darstellen. Die genauen Zahlenangaben 
und Rurven befinden sich in der e m a n t e n  Dissertation; dort sind auch 
genaue Angaben iiber die MeSmethodik gemacht. Fiir die die Hydrolyse 
charakterisierenden Konstanten wurden folgende Werte gefunden : 

n-NaOH 

I zoo I 34O 

Glycin- 
anhydrid . kA 

Gly~yl-gly~in k, 
10.23 1 - 
0.00075 - 

kh 

d,Z-Al=in- 
anhydrid. kA 

d,Z-.4lanyl- 
alanin ... k2 

d-Alanin- 
anhydrid. kA 

0.0046 

- 
- 

0.015 

0. r-n-NaOH 

2 0 0  

0.021 
0 .oooo 2, 

- 
- 
- 
- 
- 

0.0028 

- 
- 

0.0058 

- 
- 

= 
o.5-n- 
NaOH 

- 
0.00007q 

- 

- 
~07-n- 
NaOH 

200 

- 

- 

p.00139 

Die kursiv gedruckten Zahlen entstammen den Arbeiten von P. A. Levene.  Seine 
Ergebnisse sind hier neu berechnet, und zwar sind sie auf natiirliche Logarithmen und 
Minuten bezogen; ferner wurde zur Berechnung von k,\ die fur die Anhydride allein zu- 
treffende Formel ( 2 )  verwendet'). DaB hohere Peptide rascher als niedrige gespalten 
werden, hat  auch E. l b d e r h a l d e n  (1. c.) angegeben. 

Von den Ergebnissen, die in dieser Zusammenstellung enthalten sind, 
seien die folgenden hervorgehoben: Der t 'bergang von Glycyl-glycin 
zum Glyc in-anhydr id  erhoht die Geschwindigkeitskonstanten der Gly-cyl- 
glycin-Biadung fur die Spaltunpmit n-NaOH um mehr als das 300-fache. 
Fur die Spaltung mit n/,,-NaOH betragt der Faktor bei t = zoo beinahe 
das 1000-fache, bei t = 34O ist er = 400. Wenn man die Abhangigkeit der 
Reaktionskonstanten von der Temperatur gem113 der Formel k = Ae-uI KT 
ansetzt (U = Aktivierungswiirme, A = sterischer Faktor), so ergibt sich f i i r  

Glycyl-glycin ................ 2.5  X 10' 14.9 x 103 
Glycin-anhydrid .............. 2.3 x TO$ 6.  j X IO* 

Beim Glycin-anhydrid ist also die Aktivierungswiirme nur halb so groD 
wie im Glycyl-glycin; das muS als chemischer EinfluS gedeutet werden. 

-4 1J Cal/mol 

7,  Einzelheiten in der Dissertation C. C. Molster .  
51. 
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Wahrend dieser EinfluB die Reaktionsgeschwindigkeit des Glycin-anhydrids 
vor der des Glycyl-glycins begiinstigt, liegt der sterische Faktor fi ir  das 
Glycyl-glycin um einen Faktor 1000 giinstiger. Dies ist wohl als sterische 
Abschirmung im Falle des Glycin-anhydrids zu deuten. Von den beiden 
starken, in entgegengesetzter Kichtung tendierenden Einflussen ist der 
chemische der entscheidende. 

Der E b e r g a n g  von Glycyl-glycin zum Diglycyl-glycin hat eine 
Erhohung der Reaktionskonstanten auf das Doppelte zur Folge. Welche 
der beiden Konstanten k, und k? im Diglycyl-glycin die hohere ist, laBt 
sich durch kinetische Messung nicht feststellen. Offenbar hat auch hier 
der chemische EinfluS der beiden benachbarten Peptid-Bindungen eine 
gegenseitige Erhohung der Reaktionskonstanten zur E'olge. 

Im  Tr ig lycyl -g lyc in  ist die Reaktionskonstante gegeniiber dem 
Diglycyl-glycin wiederum angestiegen. Dabei ist aber interessant, da13 die 
mittlere Konstante der Randbindungen (ki, + ke)/2 angeniihert gleich (k, + kp)/2 
= k,, also gleich- der Geschwindigkeitskonstanten im Diglycyl-glycin ist. 
Bin Vergleich der Formeln zeigt in der Tat, da13 k, ganz analog wie k, ge- 
legen ist. Ein Unterschied im Wesen der beiden Bindungen findet sich nur 
darin, daB in weiterer Entfernung von k;, noch ein Glycylrest angehangt ist. 
I n  analoger Weise zum optischen, optisch-aktiven Verhalten usw. wird man 
den experimentellen Befund k, = k, dahin deuten durfen, da13 die Reaktions- 
konstante k, im Diglycyl-glycin durch Hinzutreten eines Glycylrestes am 
anderen Ende des Molekiils nicht mehr stark modifiziert wird (Entfernungs- 
satz!). Das ganz Analoge, vom anderen Ende des Molekiils her betrachtet, 
gilt fur kp = k,. Die Erhohung von k, gegeniiber k, ist also der besonders 
grol3en Reaktionskonstanten der Mittelbindung kb zuzuschreiben. Diese 
Konstante ist etwa 3-ma1 groSer als die niittlcre Konstante der Randbindungen 
(k, + k,)/z. Nach den vorigen Betrachtungen hat man sicp infolgedessen 
vorzustellen, daS bei der Hydrolyse des Triglycyl-glycins etwa 62 yo d e r  
Molekule i n  d e r M i t t e  aufspalten, nur die restlichen 38% a n  den  R a n d -  
b indungen  k, und k,. 

Wenn man annehmen darf, was nach dem Obigen nahe gelegt ist, daB 
die Hinzufugung eines weiteren Glycylrestes die Reaktionskonstanten der 
entfernt liegenden Bindungen nicht weiter beeinfldt, so 1aBt sich die mittlere 
Reaktionskonstante (Anfangs-Hydrolysenkonstante) eines Te  t rag lyc  y 1- 
glycinsvoraussehen: k, = (k;, + k, + ~k1, ) /4 ,  und allgemeinfur ein(n-Glycy1)- 
glycin k(,, + 1) = [k, + k, + (n - 2) kl,]/n, wo k, + k, und kl, aus der obigen 
Tabelle zu entnehmen sind. 

Die Feststellung, daB das Tetrapeptid von Alkalien vorzugsweise in der 
Mitte gespalten wird, darf nicht ohne weiteres auf die fermentative Spaltung 
ubertragen werden. Auffallend ist, daB die Geschwindigkeit der Hydrolyse 
des Glycinanhydrids um 2-3 Zehnerpotenzen groBer ist als die 
Geschwindigkeit der Hydrolyse der Peptide. FJS ist nicht ausgeschlossen, 
daS ein ,,Biosan" in ahnlicher Weise von den zugehorigen Oligo- und Poly- 
sacchariden abweichen wiirde. Es ist ferner beachtenswert, da13 die Geschwin- 
digkeit der alkalischen Hydrolyse bei den Peptiden des Glycins mit steigender 
Gliederzahl zunimmt, wiihrend sie bei der sauren Hydrolyse der Saccharide 
vom Cellobiose- und Maltose-Typus abnimmt. Es mag hier jedoch e r w a n t  
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werden, da13 bei der Acetolyse der Cellulose das Verhaltnis der Konstanten 
sich umgekehrt*), also den Peptiden entspricht. 

Ein praparatives Ergebnis dieser Arbeit, die Darstellpg von Glycyl-. 
glycin betreffend, wird in der nachstehenden Mitteilung angefiihrt. 

225. K a r l  
tert: 

Freudenberg,  Helmut Eichel  und Fritz  Leu- 
Synthesen von Abkommlingen der Amino-stiuren. 

[Aus d. Chem. Institut d. Universitat Hcidelberg.] 
(Eingegangen am 8. Juni 1932.) 

Im Zusammenhang mit unseren Arbeiten iiber Insu l in  haben wir eine 
Anzahl synthetischer Versuche unternommen in der Absicht, einige uns inter- 
essierende, bisher unbekannte Typen von Amino-saure-Verbindungen her- 
zustellen. Wir stiel3en hierbei auf die ausgedehnte Verwendbarkeit der 
a -Azido-sauren ,  die uns in Gestalt der a -Azido-propionsaure  und 
ihres Chlori d s  wegen ihrer Uberfiihrbarkeit in Amino-saure-Derivate be- 
reits bei unseren stereochemischen Arbeiten gute Dienste geleistet hatten'). 
nas erwiihnte Saure-chlorid und ebenso das Chlorid de r  Azido-essigsaure 
la& sich mit Phenolen  oder Amino-sauren umsetzen; nascierender 
W asse r s t  of f verwandelt die Azido-acetylverbindugen in die entsprechenden 
Amino-saure-Derivate. Diesen Ubergang haben M. 0. F o r s t e r  und 
II E. Fierz2)  bereits vor langerer Zeit an den einfachen Azido-sauren selbst 
gezeigt, indem sie z. B. Azido-propionsaure in Alanin verwandelten. 

Wir beschreiben im folgenden die auf diesem Wege ausgefiihrte S y n t h e s e  
d e s  Glyc in-phenyles te rs  und eines einfachen Dipept idess) .  Die Dar- 
stellung der uns interessierenden Ester der Amino-sauren mit den Oxy-sauren 
gelang jedoch erst, als wir die k a t a l y t i s c h e  Hydrierung der Azidogruppe zur 
entsprechenden Aminogruppe vornahmen. Dieses bereits seit langerer Zeit 
von uns angewendete Verfahren4) erlaubt z. B. die glatte Umwand lung  
d e r  Azi d oa  ce t y 1- mi lc h s  a u r e  i n  Gly c y 1- mi l c  h sa u r e  und erschliefit 
damit eine Rorperklasse von physiologischem Interesse, deren Verhalten 
gegen Fermente zur Zeit geprMt wird. Wir sehen uns zu dieser Veroffentlichung 
schon jetzt vexanlafit, weil inzwischen A. Ber tho  und J. Maier gleichfalls 

8 )  Hieriiber wird spater berichtet. Es liiat sich schon jetzt sagen, da13 die mogliche 
(ksamtausbeute an Disaccharid von 67%. die bisher als hochste Zahl gelten konnte, 
wahrscheinlich um einige Prozente hoher anzusetzen ist. Dieses Einzelergebnis steht im 
ninklang mit der seit meiner ersten Arbeit u k r  Cellulose (1921 ; vergl. 1. c. 28) entwickelten 
Vorstellung von langen e i n h e i t l i c h e n  Cellobiose-Ketten. Zu der u n h g s t  veroffent- 
lichten Synthese der methylierten Cellotriose (K. F r e u d e n b e r g  u. W. N a g a i ,  A. 494. 
63 [1g31]) sei nachgetragen, daO auch die Drehung des synthetischen Produktes voll- 
s t h d i g  mit dem aus Cellulose (1. c. ze und zh) gewonnenen iibereinstimmt. Die Zweifel 
an der Molekdgrolk und Konstitution unserer krystallisierten Methylcc l lo t r iose ,  
wie sie M. U l m a n n  u. K. H e s s  sowie C. T r o g u s  au&m (Naturwiss. 18, 316/317 [Ig32]), 
kann ich nicht anerkennen. 

1) K. F r e u d e n b e r g  u. A.Luchs,  B. 61,1084 [1928]; K. F r e u d e n b e r g ,  W. Kuhn 
u. I. B u m a n n ,  B. 68, 2380 [1930]; vergl. W. K u h n  u. E. K n o p f ,  Ztschr. physikal. 
Chem. (B) 7, 292 [I930]. 

3) Kurz mitgeteilt in Sitz.-Ber. Heidelberg. Akad. d. Wiss. 1931, 9. Abhandl. 
4) Dtsch. Rcichs-Pat. Anmeld. vom 22. Jan. 1932. 

K.  Freudenberg .  

P) Journ. chem. Soc. London 93, 1862 [rgoX]. 




