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Uber Arninosaure-(phenylazo)-phenyl-Derivate. XIX l) 

Lichtabsorption und Struktur 
von Aminosaure-4-(phenylazo)-phenylamiden 

Von A. BARTH und K.-H. HOFFMANS 

Mit 1 Abbildung 

Inhaltsubersicht 
PAP-amin erfahrt durch AnsLuern eine Farbvertiefung von gelb nach rot. Die sanren 

Losungen absorbieren bei 500 nm maximal. Bei den Aminosaure-PBP-amiden erfolgt der 
gleiche abergang durch Ansguern in wal3riger Losung nur schwer, in schwacher polaren 
Losungsmitteln dagegen leichter. Das Absorptionsmaximum im sauren Bereich liegt hier 
bei 470 nm. Die Rotfarbung der Aminosaure-PAP-amide in saurer Losung sowie die ebenfalls 
rotc Parbe der Aminosaure-PAP-amid-hydrobromide wird auf eine durch Protonisierung 
a n  der Szogruppe stabilisierte chinoide Struktur zuriickgduhrt. 

Xachdem BARTH und SCHWENK~) dis enzymatische Hydrolyse von L- 
Alanin-4-(pheny1aza)-phenylamid (L-Rla-PAP-amid) histochemisch fest- 
gestellt hatten, lag es nahe, diese Substanz methodisch fur die Aktivitats- 
bestimmung von Proteasen nutzbar zu machen 3, 4). Das bei der proteolyti- 
schen Spaltung dw genannten Substrats freigesetzte PAP-amin (p-Amino- 
azobtnzol) besitzt gleich vielen anderen aromatischen Azoverbindungen, 
welche saure oder basische Substituenten enthaltjen, eine Indikatorwirkung. 
Die gelbe Losung dr?s PAP-amins erfahrt beim hnsauern eincn Farbumschlag 
nach rot. Diese Tatsache bildet die Voraussetzung zur quantitativen Be- 
stimmung des Hydrolysegrades der Aminosaure-PAP-amide. Die saureii 
PAP-amin-Losungen besitzen ein Absorptionsmaximum bei 500 nm, dessen 
Hohe der Wasserstoffionenkonzentration proportional ist, wahrend die 
Absorption der Substrate in gewissen Grenzen davon unabhangig ist. Die 

l) XVIII. Mitt.: A. BARTH u. K.-H. HOFFMANN, Flora (Jena) Abt. A 168, 114 (19Gi). 
2, A. BARTH u. P .  SCHWENK, J. prakt. Chem. (4) 3B, 130 (1966). 
3, B. BARTH, K.-H. HOFFMANN u. I. PILCH, Biol. Chem. Zbl. im Druck. 
4, A. BARTH, K.-H. HOFBXANN u. I. PILCH, Acta biol. med. german. 16, 575 (1966). 



BARTH 11. HOFFIVL~~", Struktixr von Aminosiiure-4-(ph:nyl~zo)-phsnylamiden 43 

Bandenlage des Farbstoffs hangt nicht vom Anion ab. Seine Grunabsorption 
hi saurer Losung ist somjt lediglich eine Frage der Protonisierung, die nach 
heutiger Kenntnis an der Azogruppe unter Ausbildung einer chinoiden St,ruk- 
tur erfolgt und somi t den Farbumschlag erklart'. 

Es wurde versucht, die Ermittlung deer Ursache eines analogen Verhal- 
tens der AminosBure-PAP-amide zur Klarung der Struktur der als Sub- 
strate eigentlich eingesetzten festen, roten, im allgcmeinen lcicht wasser- 
loslichen Hydrobromide dieser Verbindungen zu benutzen. 

Nfittels peptidsynthetischer Methoden wurden die Hydrobromide der 
PAP-amide folgender Aminosauren hergestellt : Glycin, L-Alanin, B-Alanin, 
x-Aniinoisobuttersaure, L-Valin, L-Norvalin, L-Leucin, L-Phenylalanin, L- 
Glutaminsaure (a), S-Benzyl-L-cystein, L-Lysin und a-hminocyclohexan- 
carbonsaure. Obwohl auf ein Nolekiil Aminosiiure-PAP-amid durchschnjtt- 
lich zwei Molekiile Bromwasserstoff ent'fallen, ist die Stochiometrie meist 
nicht ganzzahlig5). Es war festzustellen, daB sich mit zunehmendem Erom- 
wasssrstoffgehalt die rote Farbe dcr H.ydrobromjde vertieft, wdche beim 
Bonetzeii der festen Snbstanzen mit Wasser sofort in gelb umschlagt. Dieser 
Tatsache entspricht eine vom kurz- zum langwelligen Bereich abnehmende 
Lichtabsorption. Eei 500 nm uberschreiten die molaren Extinktionskoeffi- 
zjcnten in keinem Fall 300 cm2/mMol. Uamit ist auch die Voraussetzung zur 
moglichst genauen Bestimmung des freigesetzten Farbstoffs neben nicht 
umgesetztem Substrat gcgeben. 

Das Absorptionsspektrum der Aminosaure-PAP-amidc: verandert sich in 
waBriger Losung durch Trichloressigsaure in Konzentrationen bis zu 10% 
nicht. Verglichen mit d-m Ansteigen dcr Absorption des PAP-amins mit 
zunehmender Saurekonzentration drangte sich die Vermutung a d ,  daB das 
andersartige Verhalten der Aminosaure-PAP-amide hauptsachlich eine 
Fra'ge der Basizit,at in Abhangigkeit von der Polaritat des Losungsmittels 
ist. 

Zur Oberpriifung wurde freies DL-Phenylalanin-PAP-amid in absol., 
98- und 70yoiger Essigsaure gclost. Die Losungen besaljen eine gelbe Farbe. 
Dam wurde mit Bromwasserstoff /Eisessig mit steigendem Bromwasserstoff - 
gehalt versetzt. Dabei ergab sich allmahlich R'otfarbung der Losungen und 
die Herausbildung einer Absorptionsbando bei 470 nm. I n  Abhangigkeit vom 
Charakter des Mediums wurden aber Unterschiede fesCgestellt, (Abb. 1). 

Mit zunehmendem Wassergehalt im Losungsmittel sind hohere Brom- 
wasserstoffkonzentrationen notig, um die Ausbildung des Absorptionsmaxi- 
mums bei 470 nm und einc Erhohung der Absorptionsintensitat bei dieser 

5 )  A. BARTH u. K.-H. HOFFMANX, Flora (Jena) Abt. A 167, 624 (1967). 
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Wellenlange zu erreichen. Dabei ist charakteristisch, daB schon ein geringer 
Wasserantejl (verglichen mit 30%) die Rotfarbung durch Bromwasserstoff 
erheblich mehr erschwert als weitere Erhohung des Wasseranteils. 

Abb. 1. 
Abhangigkeit der q,,-Werte von 
freiem DL-Phe-PAP-amid, I.OPM, 
in Eisessig, 98- sowie 70proz. 
Essigsaure von der Broniwasser- 
stoffkoneentration 

Diese Ergebnisse beweisen zunachst, daB die rote Farbe dcr Aminosaure- 
PAP-amid -hydrobromide strukturell in Analogie zum PAP-amin in der Pro- 
tonisierung der farbgebenden Komponente, des PAP-amid-Restes,begrundet 
ist, ferner daB deren Parbtiefe ursachlich mit dem Bromwasserstoffgehalt zu- 
sammenhangt . 

Es erhebt sich nun die Frage, worin die rote Farbe der Aminosaure-PAP- 
amid-hgdrobromide strukturell begrundet liegt. 

Ein erstes Molekiil Bromwasserstoff wird wegen der relativ starken Basi- 
zitat der aliphatischen a-Aminogruppe des Aminosaurerestes an diese ge- 
bunden sein. Diescr Ball liegt auch im L-Ala-PAP-amid-sulfat vor, wo kon- 
stant ein Molckul H,SO, an zwei Molekule Amid gebunden bzw. ein Amid- 
molekiil einmal protonisiert ist ”. Da L-Ala-PAP-amid-sulfat gelb ist, mu13 
bei den Hydrobromidkn eine zweite Protonisierung des Aminosaure-PAP- 
amid-Molekuls die Farbvertiefung hervorrufen. Die Bindung des zweiten 
Bromwasserstoffmolekuls setzt dessen Dissoziation voraus, weil aus zwei 
Grunden eine Erhohung der Polaritat des Molekuls bci weiterer Rromwasser- 
stoffanlagerung gefordert wird. Den ersten Grund stellt die Beststellung dar, 
dalS die Loslichkeit der Aminosaurc-PAP-amid-Salze mit zunehmender Pro- 
tonisierung steigt. Die andere Ursache der Polaritatssteigerung bei Anlage- 
rung eines zweiten MoIekiils Bromwasserstoff ist in der dabei stattfindenden 
Farbvertiefung begrundet, die eine chinoide Struktur mit entsprechender 
Polarisierung voraussetzt (Schema). 
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Schema 
Fur die Aminosaure-PAP-amide sind die drei Grenzstrukturen 1-111 

moglich. Sie sind von einer Protonisierung an der a-Aminogruppe unabhiin- 
gig. COREY und Mitarbb. 6) ’) haben auf Grund von Ro~itgenstrukturanal ysen 
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’) R. B. COREY u. J. DONOHUE, J. Amer. chem. Sac. 72, 2899 (1950). 
’) R. B. COREY, Fortschr. Chem. org. Naturst. 8, 310 (1951). 
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in den Saureamiden eine betrachtliche Bindungsverkiirzung der C-N- 
Bindung gegeniiber einer normalen C-N-Einfachbindung festgestellt, aus 
d w  nach Berechnung mit der JENKINschen P ~ r m e l * ) ~ )  ein etwa 40Xiger 
,,Doppelbindungscharakter" geschatzt wurde. Dieser Tatsache tragt die 
Beteiligung der Grcnzstruktur I1 am Grundzustand Rechnung. Sie kommt 
durch den negativen Induktionseffekt der Carbonylgruppe zustande. I m  
Fall der PAP-amide von Aminosauren ist jedoch der (-)I-Rffekt der Azo- 
gruppe zu beachten, der iiber das leichtbewegliche n-Elektronensystem der 
Benzolkernc zti einem entgegengesetztcn Elektronenabzug von der Amid- 
C-N-Bindung im Sinne der Ausbildung eines chinoiden Systems, Grenz- 
struktur 111, fiihrt. Beiden Grenzstrukturen I1 und I11 wird jedoch nur ein 
geringer Anteil am Grundzustand des Molekiils wegen der sich hinsichtlich 
der C-N-Bindung zum Teil kompensierenden induktiven Effekte zukom- 
men. Demzufolge wird die Struktur I den Hauptanteil ausmachen. Ein ge- 
wisser Anteil wird jedoch der Struktur I1 zukommen, was daran zu ermessen 
ist,, daIj die Aminosaure-PAP-amide in kiirzerem Wellenlangenbereich absor- 
bieren als PAP-amin. 

Fur die Bindung des zweiten Molekuls Bromwasserstoff sind demnach 
zwei Moglichkeiten affen. Erstens : Protonisierung an der Amidbindung. 
Vntersuchungen an Amidiniumionen hatken ergeben, daB die Protonisie- 
rung nicht am Stickstoffatom, sondern am Carbonylsauerstoffatom er- 
folgt1°-12). Diesen Fall stellen die Grenzstrukturen I V  und V dar, die in der 
Elektronenverteilung des ganzen Molekuls den Strukturen I und I1 ent- 
spreehen. Zweitens : Protonisierung am aul3eren Azostickstoffatom, in Ana- 
Iogie zum PAP-amin. Dies? Moglichkeit Prscheint auch dadurch gegeben, dalj 
KORCZYNSKI 13) von PAP-amin ein Dihydrochlorid erhalten hat. Struktur IV 
diirfte von untergeordneter Bedeutung sein, da eine Protonisierung am Sauer- 
stoffatom natiirlich durch die zwitterionischp Struktur IT begiinstigt tvird, 
SO daB Struktur V gegenuber IV  daminieren wiirde. Jedoch bestehen ernst- 
hafte Argumente, daf3 die Grenzstruktur VI  den Hatiptanteil zur wirklichen 
Elektronenverteilung zumindest im Anregungszustand beitragt : Erstens 
erklart diese Struktur mit ihrem chinoiden System die Farbvertiefung bei 
Bromwasserstoffanlagerung. Zweitens wejst die Struktur VI auf Grund der 
zwischcn chinoiden System und Carbonylgruppe moglichen Konjugation eine 
zusatzliche Stabilitat auf. Der Energiegewinn bei der Ausbildung von VI  ist 

8, H. 0. JEXKINB, J. Amer. chem. SOC. 77, 3168 (1956). 
9, H. 0. JENKINS, Trans. Faraday SOC. 51, 1042 (1956). 

l o )  R. HUISGEX 11. H.  BRADE, Chem. Bsr. 90, 1432 (1957). 
11) R. HVISGEN, H. RRADE, H. WALZ 11. I. GLOGCER, Chem. Ber. 90, 1437(1957). 
12) G. FRAENKEL u. C. NIEMANN, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 688 (19.58) 
13) A KORCZYNSKI, Rer. dtsch. chem. Ges. 41, 4379 (1908). 
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somit grol3er als der mit der Stabilisierung von I1 durch Protonisierung am 
Carbonylsauerstoffatom zu Struktur V verbundene. 

Hier bleibt nun aber immer noch die Frage offen, weshalb die Hydro- 
bromide der AminasLure-PAP-amide in trockener Substanz rot, in wal3riger 
Losung dagegen gelb gefarbt sind. Schon HANTSCH~~) hatte festgestellt, daB 
die Farbe der Losungen von Hydrochloriden von Aminoazobenzolen wesent- 
lich von der Polaritat der Losungsmittel abhangt. Er fuhrt das auf das durch 
die Losungsmittel hinsichtlich sziner Lage beeinfluljte Gleichgewicht zwi- 
schen azoidem und chinoidem Typ zuriick, was also auf eine prototrope 
Tautomerie hinauslauft. 

Generell wird eine langwellige Absorptionsverschiebung durch solche 
Effekte bewirkt , die den Bindungsausgleich, also die Symmetrie des Konju- 
gationssystems, erhohcn. Dieser Bindungsausgleich erreicht hier nun seinen 
groaten Wert in der durch Protonisierung an der Azogruppe stabilisierten, 
konjugationsfahigen Grenzstruktur VI. Wenn sich mit zunehmender Polari- 
tat  des Losungsmittels die Grunabsorption zugunsten der Blauabsorption 
verringert, mul3 der Anteil der Struktur V I  am Grund- oder/und Anregungs- 
zustand abnehmen. 

Die zusatzliche Protonisierung der Aminosaure-PAP-amide mit einem 
zweiten Molekul Bromwasserstoff zur Amidiniumstruktur wird ohne weite- 
res bereits in stark saurer, waBriger Losung crreicht. Die zur Stabilisierung 
der chinoiden Struktur VI notwendige Tautometrie, die uber ein sich sehr 
schnell einstellendes Gleichgewicht erfolgen kann15), ist somit offensichtlich 
die derart vom Losungsmittel abhangige Reaktion, denn die Lage von 
Tautomeriegleichgewichten hangt sehr vom Charakter des Losungsmittels 
ab16)17). 

Zunehmender Gehalt an Wasser im Liisungsmittel wird deshalb zu 
Wasserstoffbrucken zwischen Wassermolekulen und dem Wasserstoffatom 
der Azogruppe fiihren, was zu einw Zunahme der Elektronendichte am aufle- 
ren Azostickstoffatom ini Sinne von Struktur I11 fuhrt. Das bedeutet Ver- 
minderung dcr Stabilitat der Struktur VI und somi t kurzwellige Verschiebung 
der Lichtabsorption. 

Beziiglich des prototropen Gleichgewichts hat das Wasscr hochstwahr- 
scheinlich die Bedeutung, dal3 dic Knupfung einer Wasserstoffbriicke zwi- 

14) 9. HAWTSCH u. I?. HILSCHER, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 1171 (1908). 
l5) F. BAR u. F. KUHN, Liebigs Ann. Chem. 561, 143 (1935). 
le) L. N. JAKHONTOV, D. fix. KRA4SNOHUTSKAJA, .E. 31. PERESLENI, YU. N. SHEINKER 

u. M. V. RUBTSOW, Tetrahedron 22, 3233 (1966). 
17) R. XONDELLI u. L. NERLINI, Tetrahedron 22. 3263 (1966). 
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schen Wasserstoffatom der Azogruppe und Sauerstoffatom eines Wasser- 
molekiils gleichzeitig die Knupfung einer Wasserstoffbrucke von eiiiem Was- 
sermolekiil zum Carbonylsauerstoffatom (Struktur VI) einschlieBt. Bei ho- 
hem Wasseranteil am Losungsmittel kommt es schlieBlich zur Ablosung des 
Wasserstoffatoms von der schwach basischen Azogruppe, der die Protoni- 
sierung des Carbonylsauerstoffatoms folgt, wenn man Wasser als komplexes 
Wasserstoffbriickenassoziat betrachtet. Dieser Vorgang lauft somit also auf 
eine vollstandige Tautomerie hinaus. Wesentlich scheint fur diesen taufo- 
meren Ubergang auch die relative Basizitiit zwischen Carbonylsauerstoff 
und Azostickstoff in Abhangigkeit von der Polaritat des Losungsmittels zu 
sein. Hieriiber existieren jedoch noch keine experimentellen Daten. 

Der Vorgang der genannten Tautomerie, also der Ausbildung der Amidi- 
niumstruktur, durfte beim Losen der Aminosawe-PAP-amid-hydrobromide 
in Wasser allerdings sofort von einer Protonendissoziation begleitet sein, 
da inder waI3rigen Losung der Hydrobromide etwaein pH-Wert von 3 herrscht, 
so da13 die oben als Voraussetzung der Amidiniumstruktur angegebenen stark 
sauren Verhaltnisse nicht gewiihrleistet sind. Die Primarprotonisierung an 
der a-Amjnogruppe bleibt jedoch erhalten. Das folgt aus der Darstellung von 
L-Ala-PAP-amid 1/2 H,SO,, welches durch Versetzen der waDrigen Losung 
des Hydrobromids mit einer Natriumsulfatlosung gewonnen werden kann z). 

Wegen der geringen Basizitat der Aizogruppe erklart sich der schwan- 
kende Bromwasserstoffgehalt in den Aminosaure-PAP-amid-hydrobromi- 
den, wobei die Bedingungen bei der Abspaltung der Carbobenzoxygruppe 
mit Bromwasserstoff/Eisessig 18) den Ausschlag geben werden (z. B. Brom- 
wasserstoff/Eisessig-Menge, Reaktionszeit und Reaktjonstemperatur). Auch 
die sich anschliel3ende Atherbehandlung zum Auswaschen von Eisessig, HBr 
und Benzylbromid kann wegen ihrer unterschiedlichen Intensitat von Ein- 
fluB sein. 

Beschreibung der Versuche 
Darstellung der Aminosaure-PAP-amid-hydrobromide nach z, l8) lo). Darstellung von 

Darstellung yon freiem DL-Phenylalanin-PAP-amid: DL-Phenylalanin-PAP-amid- 
hydrobromid wird in Wasser gelost. Die Losung versetzt man mit uberschussigem Ammo- 
niak. Das ausgefallene Produkt wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und anschliel3end im 
Vakuum uber k z k a l i  getrocknet. Schmp. 176-178 "C. 

L-Ala-PAP-amid-sulfat nach 2). 

C,,H,,W (34494) ber.: C 73,23; H 5,87; 
gef.: C 72,98; H 6,lO. 

la) A. BARTH u. P. SCHWENK, Acta chim. Acad. Sci. hung. 49 (4), 405 (1966). 
lo) A. BARTH u. P. SCHWENK, Z. Chem., im Druck. 
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Messungen: 

Siimtliche Konzentrationsangaben beziehen sich auf das kolorimetrierte Volumen. Die 
Messungen erfolgten mit dem Spektralkolorimeter ,,Spekol" (Zeiss Jena). 

Bernburg/Saale, Institut fiir Naturwissenschaften der Hochschule fur 
Landwirtschaft . 
Bei der Redaktion eingegangen am 31. Januar 1967. 

4 J. prakt. Chem. 4. Reihe, Bd. 36. 




