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209. Polyampholyte mit verschiedener Ladungsverteilung 
von E. Stutz und H. Deuel. 

(20. IX. 5 5 . )  

Durch Kopolymerisation von bifunktionellen Monomeren, die ausserdem noch 
saure und basische Gruppen tragen, konnen Polyampholyte hergestellt werden'). Die 
Eigenschaften von Kopolymerisaten hangen in starkem Masse von der Anordnung der 
Monomeren in der Makromolekel ab2). Kurzlich wurden sowohl statistische Kopolymere 
als auch Pfropf kopolymere aus Acrylsaure und 2-Vinylpyridin hergesteW). 

I n  der vorliegenden Arbeit werden aus Pektinen (partielle 
Methylester der Polygalakturonsiure) Yolyampholyte mit verschie- 
dener Ladungsverteilung gewonnen uncl einige ihrer Eigenschaften 
untersucht. Dazu wird zunichst das Pektin mit Diazomethan voll- 
standig verestert. Rei cfer partiellen Hydrolyse dieses polymeren 
Esters mit NaOH bzw. Pektinesterase bis zu einem bestimmten Ver- 
esterungsgrad entstehen zwei Pektine mit versehiedener Verteilung 
der COOH- und COOCH,-Gruppen. 

Nach partieller alkalischer Verseifung sind die COOH- bzw. COOCH,-Gruppen eher 
einzelstehend, bei einem Praparat mit dem Verestcrungsgrad von 50% daher abwechselnd 
langs der Fadenmolekel angeordnet4). Dies darf wegen der zunehmenden negativen Auf- 
ladung der Makromolekeln und der abnehmenden Verseifungskonstanten im Laufe der 
Verseifung angenommen werden5). Nach partieller enz ymatischer Verseifung dagegen 
stehen die COOH- bzw. COOCH,-Gruppen eher blockmassig beieinander, da die Pektin- 
esterase fur ihre Wirksamkeit eine der COOCH,-Gruppe benachbarte COOH-Gruppe 
benotigt6). 

Die beiden partiellen Methylester der Polygalakturonsaure - mit 
gleichem Veresterungsgrad von 50 oder 75 %, aber verschiedener Ver- 
teilung der COOH- und COOCH,-Gruppen - werden nun dureh Um- 
setzung mit Diaminen') (Fig. 1) in Polyampholyte mit verschiedener 
Verteilung der negativen und positiven Ladungen ubergefuhrt (Fig. 2). 

l) M .  Frankel & E. Katchalsky, J. Amer. chem. SOC. 64, 2264 (1942); T. Alfrey, 
H. Morawetz & E. B. Fitzgerald, ibid. 72, 1864 (1950); S. Akobari, H. Tani  & J .  Noguchi, 
Nature 167, 159 (1951); E. Katchalsky, Adv. Protein Chemistry 6, 123 (1951); H. L. 
Wagner &- P. A. Long, J. physic. Chemistry 55, 1512 (1951); G. Sniels & M .  ClGsen, 
J. Polymer Sci. 8, 289 (1952); A. 8. Dunn & H .  1.1'. Melville, Nature 169, 699 (1952); 
J. il. Hicks &- H .  W.  Melville, J. Polymer Sci. 12, 461 (1954). 

?) H. Mark, Angew. Chem. 67, 53 (1955). 
,) G. wun Paesschen & G. Smets, Bull. soc. chim. belg. 64, 173 (1955). 
4, J. Solms Le: H .  Deuel, Helv. 38, 321 (1955). 
5 ,  H. Deuel, Ber. Schweiz. Bot. Ges. 53, 219 (1943); H. Deuel, J. Solms & H.  Alter- 

matt, Viertelj. Naturforsch. Ges. Zurich 98, 49 (1953); A. Katchalsky & J .  Feitelson, 
J. Polymer Sci. 13, 385 (1954). 

6 ,  T.  H .  Schultz, H .  Lotzlcar, H .  S. Owens & TI7. I). Maclay, J. physic. Chemistry 49, 
554 (1945); R. Bpeiser, M .  J .  C'opley & G. C. i$7Utti?iJ, ibid. 51, 117 (1947); J. Solms d. 
H .  Deuel, Helv. 38, 321 (1955). 

?) H .  Ueuel R. H .  Neukom, Nature 159, 882 (1947). 
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In Tab. 1 sind die Ausgangspektine mit einem Veresterungsgrad 
von ca. .50%, die aus einem fast vollstandig veresterten Pektin durch 
Verseifung mit NaOR bzw. Pcktinesterase gewonnen wurden, charak- 
terisiert. Zu Losungen dieser Pektine in Formamid wurde ein Uber- 
schuss an Athylen- oder Hexamethylen-diamin zugegeben. Die da- 
durch gebildeten Polyampholyte sind ebenfalls in Tab. 1 charakteri- 
siert. Die Reaktion der Ester mit den Diaminen verlief dahei prak- 
tisch yuantitativ, so dass die vier Polyampholyte ein Verhaltnis 

COOII/ ~ NH, von ea. 1 aufweisen. 
OH coo- 4rxLnP NH,(CH,),NH, . 4'' H 

COOCH3 H OH CONH (CH?I,NH: H on 

Fig. 1. 
Reaktion von Pektin mit Diaminen. 

Tabelle 1. 
C h a r a k t e r i s i e r u n g  der  Ausgangspekt ine  u n d  d e r  a u s  ilincn gewonnenen  

Polyampholy te .  

Ausgangspektine %thyicndiamin-Dcrivate 

4 O O H  -COOCH, -COOH -SH, 
,,el,- 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
i l 1 I I I l I  I , , , , I I  

100-proz. verestertes Pcktin 

8 0 0 0 8 0 (3 0 0 0 0 0 8 0 8 ooooooooooocooc 
I 1 I I I  I I 1 I / , ,  8 , '  L ' I I  1 1 I I  I I  I / I I J  

50-proz. alkalisch verseiftes Pektin 60-proz. enzymatisch verseiftes Pektin 

O Q G ~ Q B ~ ~ ~ B G ~ ~ E I Q  0 0 0 8 6 0 0 0 6 8 0 ~ 0 0 0  
L I  1 1 1  I I I I I I I 1 1  I I ' ~ l l l l l l l l ~ i l l  

50-proz. umgesetztrs Diaminderivat 
mit rcgclmassiger Ladnngsvertcilring 

50-proz. umgesetztes Diaminderivat 
mit blockmassiger Ladungsvcrteilung 

o = COOCH, 0 = coo- @ = CONH(CH,),NH,+ 
Fig. 2. 

Schematische Darstrllung der Gewinnung yon Polyampholyten verschiedoner Ladungs- 
verteilung aus Pektin. 
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Die Titrationskurven der Polyampholyte Da und Dc (s. Pig. 3 )  
sind einander sehr ahnlich, obwohl fiir De rnit blockmassiger An- 
ordniing der negativen und positiven Ladungen grossere pK-Werte zu 
erwarten warenl). Pig. 4 zcigt die Titrationskurven von zwei Poly- 
ampholyten, die durch Verseifung mit NaOH bzw. Yektinesterase 
bis zu einem Veresterungsgrad von 75 yo und durch anschliessende 
Umsetzung mit Athylendiamin gewonnen wurden. Das Verhaltnis 
-COOH/ -NH, betragt also hier ca. Die Titrationskurven fur 
tfiese beiden Praparate sind weitgehend Bhnlich ; es kommt hier jedocli 
der Ampholytcharakter deutlicher zum Ausdruck. 
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Fig. 3. 
Titrationskurven yon Polyampholyten mit 50 yo sauren und 60% basischen Gruppen. 

-a-*- Derivat rnit regelmassiger Ladungsverteilung, gelost 
---* ---.--- Derivat rnit regelmassiger Ladungsverteilung, geflockt 
-04- Derivat mit blockmiissiger Ladungsverteilung, gelost 
----:--+-- Derivat mit blockmassiger Ladungsverteilung, geflockt 

I n  Tab. 2 sind die pH-Floeliungsb~reiche der vier Polyampholyte, 
die in Tab. 1 charakterisiert sind, angegcbcn. 

l) P. Doty & Lf. Ehrlich, Ann. Rev. physic. Chemistry 3, 81 (1951); A .  Katchalsky, 
J. Polymer Sci. 12, 159 (1954). 
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Tabelle 2. 
p H - F l o c k u n g s b e r e i c h  d e r  Polyampholy te .  

2,O g Polyampholyt pro 1 Mischung. 
k F  = keine Flockung. 

Praparat 

pH der wiisserigen Suspension . . 
pH-Flockungsbereich . . . . . . 0-9,0 
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Fig. 4. 

Titrationskurven von Polyampholyten mit 25 yo sauren und 75% basischen Gruppen. 
--*-a- Derivate mit regelmkssiger Ladungsverteilung, gelost 
---*---*.-- Derivate mit regelmassiger Ladungsverteilung, geflockt 
-3-0- Derivate mit blockmassiger Ladungsverteilung, gelost 
---O--C--- Derivate mit blockmassiger Ladungsverteilung, geflockt 

Praparat Da flockt in einem mittleren pH-Bereich aus; in 
saurerem und alkalischerem Milieu ist es gut wasserloslich. Nur bei 
diesem Polyampholyt kann der Niedcrschlag im mittleren pH-Gcbiet 
durch Zusatz von NaCl aufgelijst werden. - Praparat De ist im 
gesamten sauren Gebiet unlijslich und gelit erst oberhalb pH 9,3 in 
Losung. Durch die blockart'ige Verteilung der negativen und positiven 
Ladungen sind hier intcrmolekulare elcktrostatische Wechselwir- 
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kungen begunstigt. Fur die Unloslichkeit bei stark saurer Reaktion 
durften H-Brucken eine Rolle spielen. - Rei den Priipamten mit 
einem klcineren -COOH/ -NH,-VerhaItnis (Pig. 4) sind die Flok- 
kungsbereiche gegen hohere pH-Werte verschoben. - Bemerkens- 
wert ist, dass Praparat Ha im gesamten pH-Gebiet, selbst am IEP, 
loslieh ist. Dies durfte mit den langen Seitenketten, -CONH( CH2),NH2, 
in Zusammenhang stehen. Man hat wiederholt bei Polyelektrolyten 
beobachtet, dass sogar hydrophobe Seitengruppen die Wasserloslich- 
keit erhohen konnen l). Praparat He vcrhalt sich ahnlich wie De ; 
der Einfluss der blockmassigen Ladungsverteilung uberwiegt den- 
jenigen der Seitengruppen. - Die Loslichkeit der untersuchten Poly- 
smpholyte bei verschiedenem p H  ist ahnlich wie bei gewisscn Ei- 
wcissen. Die bcobachteten weiten Flockungsbereiche hiingen eventuell 
mit dem hohen Gehslt an ionogenen Gruppen und der Inhomogenitiit 
bezuglich Molekulargewicht und Verseifungsgrad zusammenz). 

Im alkalischen Gebiet, in dem alle vier Polyampholyte loslich 
sind, wurde die Flockung durch Elektrolyte untersucht (Tab. 3 ) .  Wie 
zu erwarten war, ist De elektrolytempfindlicher als Da, und He als Ha. 
Ahnlich ist auch enzymatisch verseiftes Pektin z.  B. Ca-empfindlicher 
als alkalisch verseiftes gleichen Verester~ngsgrades~). Im  Gegensatz 
zum Ns-Pektat4) werden die untersuchten Polyampholyte durch 
NaOH im Uberschuss nicht gcflockt. 

Tabelle 3. 
E l e k t r o l y t f l o c k u n g  d e r  Polyampholy te .  

2,25 g Polyampholyt pro 1 Mischung. Anfangs-pH mit NaOH auf 10,5 eingestellt. Angaben 
in Milliaq. Elektrolyt pro 1 Mischung, die minimal zur Flockung notig sind. 

k F  = keine Flockung. 

1-1 Elektrolyt 
Da 1 De I Ha I He 

Papierelektrophoretieche Untersuchungen ergaben, dass Da und Ha im sauren 
bzw. alkalischen Gebiet in ziemlich geschlossenen Banden kathodisch bzw. anodisch 
wandern. De nnd He zeigten keine Wanderung. 

Es wurden auch Polyampholyte aus sauer verseiften Pektinen hergestellt. Bei 
diesen sind wahrscheinlich die negativen und positiven Ladungsstellen am ehesten nach 
dcn Gesetzen des Zufalls angeordnet. Diese Praparate verhielten sich jedoch weitgeheud 
gleich wie die aus alkalisch verseiften Pektinen hergestellten Polyampholyte. 

1) H .  Deuel, J .  Solms & H .  Altermatt, Viertelj. Naturforsch. Ges. Zurich 98, 49 

z, A. Speaser, M .  J .  Copley & G. C. Nutting, J. physic. Chemistry 51, 117 (1947); 

3, C. H. Hills, J .  W .  J .  White & G. L. Baker, Proc. Inst. Food Techn. 1942, 47. 
4) H .  Deuel & J .  Solms, Kolloid-Z. 124, 65 (1951). 

(1953); R. R. Becker & M .  A.  Stahmann, J. Amer. chem. Soc. 76, 3707 (1954). 

C. 11. Hills, H .  H .  Mottern, G. C. Nutting & R. Speiser, Food Techn. 3, 90 (1949). 

111 
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E x p e r im e 11 1 e 1 I e r Te i I. 
1 .  H e r s t e l l u n g  d e r  P e k t i n e  g e w u n s c h t e n  Veres te rungsgrades .  Je 5 1 

ciner 1 -proz. wasserigen Losung von Handelspektin .(Obipektin AG., Bischofszell) init 
einem Vcresterungsgrad von ca. 70% wurden mit 50 em3 5-proz. NaClO,-Losung versetzt 
iind 14 Std. bei O0 stehengelassen. Dann wurde das Pektin mit Alkohol ausgefallt, abge- 
presst und mit HC1-Alkohol und Alkohol gewaschen. Das Pektin wurde wieder in Wasser 
gelost uncl durch ein Gemischtbett von Ionenaustauschern (1 Vol. Dowez 50 auf 2 Vol. 
nowez 2 )  perkoliert, mit Alkohol gefallt, mit abs. Alkohol und &her gewaschen und im 
Vakuum bei 45O iiber P,O, getrocknet. Mit Diazomethan in f t h e r  wurde bei - 30O voll- 
standig verestert'). Zur Gewinnung voii Pektinen mit einem Veresterungsgrad von 50 
und 75% nurde dieses Priiparat mit NaOH, HCl oder Pektincsterase partiell verseift. 
Die alkalische Verseifung erfolgte bei Oo wahrend 48 Std. mit der berechneten Menge an 
SaOH. Sauer wurde in 0,5-n. HC1 bci 40° verseift. Zur enzymatischen Verseifung mit 
Pektincsterasc aus Orangenschalen2) wwrde niit verd. NaOH laufend ein pH von 7 ein- 
gestellt. Am Rnde wurde das Enzym durch Aufkochen inaktiviert. Alle Pelrtinpraparate 
wurdeu durch Perkolatioii iiber ein Gemischtbett von Ionenaustauschern gereinigt und 
tianxi der Gefriertrocknung unterworfen. 

2. H e r s t e l l u n g  d c r  P o l y a m p h o l y t e .  J c  8 g Pektin wurden bei Zimmertem- 
peratur in 300 cm3 frisch dest. Formamid gelout. Die Losungen wurden auf O0 gekiihlt, 
mit ca. 50 g dthyleiidiamin bzw. Hexgmcthylendiamin versetzt und 18 Std. bei 
Zimmcrtemperatur stehengelassen. Dann w-urde mit Aceton gefallt und mit HC1- 
Alkohol, Alkohol iind Aceton gewaschen. Die Hydrochloride der Polyampholyte wurden in 
wasseriger Suspension in schlauchformige Membrancn eingefullt. Diese Schlauche wurden 
wahrend einer Woche in einer Suspension von Uowex 2 in der OH-Form bis zur C1-Freiheit 
gescliiittelt. ~~ A4uch (lurch heterogerie Umsetzung der Pektine in flussigem Athylen- 
dismin cntstanden Polysmpholyte; tliese sind jedoch nach dem Trocknen weder in Saure 
noch in Lauge liislich. - Die freien COOH-Gruppen der Ampholyte wurden durch Pormol- 
tit,ratiori nach Srorensen und der Stickstoff nsch Kjeldahl bestimmt (Tab. 1 ) .  

3 .  E i g e n s c h a f t e n  d e r  P o l y a m p h o l y t e .  Die Titrationskurven wurdeii mit einem 
Prazisions-pH Messgerat Typ 111 der Pdymetron AG., Zurich, mit Glas- und Kalomel- 
bezugselektrode aufgenornmen. Fur die Flockung bei verschiedenem pH (Tab. 2) wurden 
je 5 em3 ciner 1-proz. Liisung der Polyanipholyte in 25 em3 Messkolbchen gegebcn, mit 
steigcnden Nengen von 0,1-n. KaOH oder HCI versetzt und rnit dest. Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt. Nach 1 Std. wurde das pH gemesseri und das Koagulationsvcrhalten 
notiert. Fiir die Elektrolgtflockung (Tab. 3) wurden je 2 em3 der Polyampholytlosung mit 
1 em3 Rlektrolytlosung versetzt und mit dest. Wasser auf 4 em3 erganzt,. Zur Papier- 
clektrophorcse dienten der Apparat des Techn. Biiro Zemp, Zurich3), und Whatman- 
Papier 1. Es wurden I-proz. Losungen der Polyampholyte von pH 10 aufgetragen. Als 
i'C'anderungsmitte1 wurde ein Boratpuffer von pH 9,8 nach Clark & Labs und ein Citrat- 
puffer von pH 2,0 nach Ssrensen benutzt4). Die Anfarbuiig dcr Chrornatogramme erfolgte 
nach Reindel 6. Hoppe,). 

Herrn Dr. J .  SoZnts sind wir fur Mithilfe dankbar. - Die vorliegende Arbeit 
wurde durch Mittel aus  den Arbeitsbeschaffungskrecliten des Bundes ermoglicht. Wir 
danken bestens fur diese Unterstiitzung. 

I )  H. Deuel, G .  Huber & R. Leuenberger, Helv. 33, 1226 (1950). 
2, L. R. MacDonndZ, E. F .  Jansen & H .  Lineweaver, Arch. Biochemistry 6, 389 

3, Ch. Wunderly, Die Papierelektrophorese, Aarau 1954, S. 23. 
4, J .  D'Ans & E. Lax,  Taschenbuch fur Chemiker und Physiker, Wien 1949, 

5,  F. Reindeld II'. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 (1954). 

(1 945). 

S. 1592. 
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SUMMARY. 
Partial alkaline hydrolysis of polygalacturonic acid methyl ester 

gives products in which the COOH- and COOCH,-groups are distrib- 
uted alternatively along the chain molecule. Partial enzymatic 
hydrolysis, on the other hand, gives products in which the COOH- 
and COOCH,-groups, respectively, arc grouped together in blocks. 

These partial methyl esters of polygalacturonic acid were reacted 
with diamines to give polyampholytes with a different distribution 
pattern of COOH- and NH,-groups along the chain molccule. 

The polyampholyte prepared with ethylene diamine and display- 
ing an alternating distribution of COOH- and NH,-groups is water 
insoluble at p H  2 to 8. It migrates to  the anode in strongly alka- 
line and to the cathode in strongly acidic solution. The solutions 
of the polyampholyte are rather stable toM-ards electrolytes. 

The polyampholytes with blockwise distribution of the COOH- 
and NH,-groups, respectively, are soluble only at high pH values 
and show almost no electrophoretic migration. In  solution they are 
very sensitive towards electrolytes. 

Decreasing the ratio -COOH/-NH, farvors the solubility at 
lower pH values. 

The long side chains of the hexametbylene diamine derivatives 
make these polyampholytes less sensitive towards electrolytes and 
more soluble in water. 
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210. Pentachlorocyclohexanes par chloration 
du tCtrachloro-1,2,4,5-cyclohexane F. 174’ 

par Roland Jaunin et Angelo Germano. 

(3 x 5 5 )  

Tandis qu’on connait de nombreux exemples de di-, tri-, t8tra- et  
hexachlorocyclohexanes, afucun pentachlorocyclohexane n’a B t B  deerit 
dans la littkrature. Ayant prkckdemment ktudi@ la chloration du t8tra- 
chloro-l,2,4,5-cyclohexane F. 174O (I) en vue d’obtenir des hexa- 
chlorocyclohexanesl), nous nous sommes propose dam le prbent  tra- 
vail de limiter la chloration du derive t@trachlork I au stade des penta- 
chlorocyclohexanes. Nous y sommes parvenus en traitant le compose I 
par le chlorure de sulfuryle en presence de lumidre UV., obtenant ainsi 
un mdlange dont nous avons pu &parer, par chromatographie sur 
charbon activk, deuxpentachlorocyclohexanesF. 5 6 O  (11) et F. 107 O (111). 

l )  Helv. 35, 392 (1952). 




