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Uber Aminoséure-{phenylazo)-phenyl-Derivate. XIX 1)

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

Von A. Bartd und K.-H. HorFmManx

Mit 1 Abbildung

Inhaltsiibersicht

PAP-amin erfihrt durch Ansiduern eine Farbvertiefung von gelb nach rot. Die sauren
Losungen absorbieren bei 500 nm maximal. Bei den Aminosiure-PAP-amiden erfolgt der
gleiche Ubergang durch Ansiuern in waBriger Lésung nur schwer, in schwicher polaren
Lésungsmitteln dagegen leichter. Das Absorptionsmaximum im sauren Bereich liegt hier
bei 470 nm. Die Rotfarbung der Aminosiure-PAP-amide in saurer Losung sowie die ebenfalls
rote Farbe der Aminoséure-PAP-amid-hydrobromide wird auf eine durch Protonisierung
an der Azogruppe stabilisierte chinoide Struktur zurtckgefiihrt.

Nachdem BartH und ScEWENK?) dis enzymatische Hydrolyse von L-
Alanin-4-(phenylazo)-phenylamid (L-Ala-PAP-amid) histochemisch fest-
gestellt hatten, lag es nahe, diese Substanz methodisch fiir die Aktivitits-
bestimmung von Proteasen nutzbar zu machen?)*). Das bei der proteolyti-
schen Spaltung des genannten Substrats freigesetzte PAP-amin (p-Amino-
azobenzol) besitzt gleich vielen anderen aromatischen Azoverbindungen,
welche saure oder basische Substituenten enthalten, eine Indikatorwirkung.
Die gelbe Lisung des PAP-amins erfihrt beim Ansduern einen Farbumschlag
nach rot. Diese Tatsache bildet die Voraussetzung zur quantitativen Be-
stimmung des Hydrolysegrades der Aminosiure-PAP-amide. Die sauren
PAP-amin-Losungen besitzen ein Absorptionsmaximum bei 500 nm, dessen
Hohe der Wasserstoffionenkonzentration proportional ist, wihrend die
Absorption der Substrate in gewissen Grenzen davon unabhingig ist. Die

1) XVIIIL. Mitt.: A. Barte u. K.-H. Horrmann, Flora (Jena) Abt. A 158, 114 (1967).
2) A. BArTH u. P. ScHWENK, J. prakt. Chem. (4) 32, 130 (1966).

3) A. Barta, K.-H. HorFrmMaxx u. 1. PmncH, Biol. Chem, Zbl. im Druck.

1) A. BarTH, K.-H. HoFFrMANN u. I. PiLcH, Acta biol. med. german. 16, 575 (1966).
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Bandenlage des Farbstoffs hingt nicht vom Anion ab. Seine Griinabsorption
in saurer Losung ist somit lediglich eine Frage der Protonisierung, die nach
heutiger Kenntnis an der Azogruppe unter Ausbildung einer chinoiden Struk-
tur erfolgt und somit den Farbumschlag erklirt.

Es wurde versucht, die Ermittlung der Ursache eines analogen Verhal-
tens der Aminosidure-PAP-amide zur Klirung der Struktur der als Sub-
strate eigentlich eingesetzten festen, roten, im allgemeinen icicht wasser-
loslichen Hydrobromide dieser Verbindungen zu benutzen.

Mittels peptidsynthetischer Methoden wurden die Hydrobromide der
PAP-amide folgender Aminosiuren hergestellt: Glycin, L-Alanin, f-Alanin,
x-Aminoisobuttersdure, L-Valin, L-Norvalin, L-Leucin, L-Phenylalanin, L-
Glutaminsédure {x), S-Benzyl-L-cystein, L-Lysin und x-Aminocyclohexan-
carbonsdure. Obwohl auf ein Molekiil Aminosidure-PAP-amid durchschnitt-
lich zwei Molekiile Bromwasserstoff entfallen, ist die Stochiometrie meist
nicht ganzzahlig?®). Es war festzustellen, dal sich mit zunehmendem Brom-
wasserstoffgehalt die rote Farbe der Hydrobromide vertieft, wzlche beim
Benetzen der festen Substanzen mit Wasser sofort in gelb umschléigt. Dieser
Tatsache entspricht eine vom kurz- zum langwelligen Bereich abnehmende
Lichtabsorption. Bei 500 nm iiberschreiten die molaren Extinktionskoeffi-
zienten in keinem Fall 300 cm?/mMol. Damit ist auch die Voraussetzung zur
moglichst genauen Bestimmung des freigesetzten Farbstoffs neben nicht
umgesetztem Substrat gegeben,

Das Absorptionsspektrum der Aminosdure-PAP-amide verindert sich in
wiBriger Losung durch Trichloressigsidure in Konzentrationen bis zu 109,
nicht. Verglichen mit d2m Ansteigen der Absorption des PAP-amins mit
zunehmender Sdurekonzentration dringte sich die Vermutung auf, dafi das
andersartige Verhalten der Aminosiure-PAP-amide hauptséchlich eine
Frage der Basizitdt in Abhingigkeit von der Polaritdt des Losungsmittels
ist.

Zur Uberpriifung wurde freies DL-Phenylalanin-PAP-amid in absol.,
98- und 709 iger Essigsiure gelost. Die Lisungen besallen eine gelbe Farbe.
Dann wurde mit Bromwasserstoff/Eisessig mit steigendem Bromwasserstoff-
gehalt versetzt. Dabei ergab sich allmé&hlich Rotfarbung der Losungen und
die Herausbildung einer Absorptionsbande bei 470 nm. In Abhédngigkeit vom
Charakter des Mediums wurden aber Unterschiede festgestellt (Abb. 1).

Mit zunehmendem Wassergehalt im Losungsmittel sind héhere Brom-
wasserstoffkonzentrationen nétig, um die Ausbildung des Absorptionsmaxi-
mums bei 470 nm und eine ErhShung der Absorptionsintensitit bei dieser

5) A. Bartr u. K.-H. Horrmany, Flora (Jena) Abt. A 157, 524 (1967).



44 Journal fiir praktische Chemie. 4. Reihe. Band 36. 1967

Wellenlédnge zu erreichen. Dabei ist charakteristisch, dafl schon ein geringer
Wasseranteil (verglichen mit 30%,) die Rotfarbung durch Bromwasserstoff
erheblich mehr erschwert als weitere Erh6hung des Wasseranteils.
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Diese Krgebnisse beweisen zuniichst, dafl die rote Farbe der Aminosiure-
PAP-amid -hydrobromide strukturell in Analogie zum PAP-amin in der Pro-
tonisierung der farbgebenden Komponente, des PAP-amid-Restes,begrindet
ist, terner daf3 deren Farbtiefe ursdchlich mit dem Bromwasserstoffgehalt zu-
sammenhéngt.

Es erhebt sich nun die Frage, worin die rote Farbe der Aminosédure-PAP-
amid-hydrobromide strukturell begrimdet liegt.

Ein erstes Molekiil Bromwasserstoff wird wegen der relativ starken Basi-
zitdt der aliphatischen «-Aminogruppe des Aminosdurerestes an diese ge-
bunden sein. Dieser Fall liegt auch im L-Ala-PAP-amid-sulfat vor, wo kon-
stant ein Molekiil H,80, an zwei Molekille Amid gebunden bzw. ein Amid-
molekiil einmal protonisiert ist2). Da L-Ala-PAP-amid-sulfat gelb ist, mul3
bei den Hydrobromidén eine zweite Protonisierung des Aminosdure-PAP-
amid-Molekiils die Farbvertiefung hervorrufen. Die Bindung des zweiten
Bromwasserstoffmolekiils setzt dessen Dissoziation voraus, weil aus zwei
Griinden eine Erhohung der Polaritit des Molekiils bei weiterer Bromwasser-
stoffanlagerung gefordert wird. Den ersten Grund stellt die Feststellung dar,
dafB die Loslichkeit der Aminosidure-PAP-amid-Salze mit zunehmender Pro-
tonisierung steigt. Die andere Ursache der Polaritétssteigerung bei Anlage-
rung eines zweiten Molekiils Bromwasserstoff ist in der dabei stattfindenden
Farbvertiefung begriindet, die eine chinoide Struktur mit entsprechender
Polarisierung voraussetzt (Schema).
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Schema

Fiir die Aminosdure-PAP-amide sind die drei Grenzstrukturen I—III
moglich. Sie sind von einer Protonisierung an der x-Aminogruppe unabhén-
gig. CorEY und Mitarbb.®)?) haben auf Grund von Roéntgenstrukturanalysen
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) R. B. CorEeY u. J. DoNorUE, J. Amer. chem. Sac. 72, 2899 (1950).
) R. B. CorEy, Fortschr. Chem. org. Naturst. 8, 310 (1951).
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in den Siureamiden eine betrdchtliche Bindungsverkiirzung der C—N-
Bindung gegeniiber einer normalen C—N-Einfachbindung festgestellt, aus
der nach Berechnung mit der JENkiNschen Formel®)?) ein etwa 409%iger
,,Doppelbindungscharakter‘‘ geschéitzt wurde. Dieser Tatsache trigt die
Beteiligung der Grenzstruktur I1 am Grundzustand Rechnung. Sie kommt
durch den negativen Induktionseffekt der Carbonylgruppe zustande. Im
Fall der PAP-amide von Aminoséiuren ist jedoch der (—)I-Effekt der Azo-
gruppe zu beachten, der iiber das leichtbewegliche z-Elektronensystem der
Benzolkerne zu einem entgegengesetzten Elektronenabzug von der Amid-
C—N-Bindung im Sinne der Ausbildung eines chinoiden Systems, Grenz-
struktur I, fithrt. Beiden Grenzstrukturen IT und III 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 IT zukommen, was daran zu ermessen
ist, da die Aminosédure-PAP-amide in kiirzerem Wellenldngenbereich absor-
bieren als PAP-amin.

Fir die Bindung des zweiten Molekiils Bromwasserstoff sind demnach
zwei Mdoglichkeiten offen. Erstens: Protonisierung an der Amidbindung.
Untersuchungen an Amidiniumionen hatten ergeben, dall die Protonisie-
rung nicht am Stickstoffatom, sondern am Carbonylsauerstoffatom er-
folgt10-12). Diesen Fall stellen die Grenzstrukturen IV und V dar, die in der
Elektronenverteilung des ganzen Molekiils den Strukturen I und II ent-
sprechen. Zweitens: Protonisierung am duBeren Azostickstoffatom, in Ana-
logie zum PAP-amin, Diese Moglichkeit erscheint auch dadurch gegeben, da@3

Korczynski®3) von PAP-amin ein Dihydrochlorid erhalten hat. Struktvr IV
- diirfte von untergeordneter Bedeutung sein, da eine Protonisierung am Sauer-
stoffatom natiirlich durch die zwitterionische Struktur II begiinstigt wird,
80 daBl Struktur V gegeniiber IV dominieren wiirde. Jedoch bestehen ernst-
hafte Argumente, daf3 die Grenzstruktur VI den Hauptanteil zur wirklichen
Elektronenverteilung zumindest im Anregungszustand beitrdgt: Erstens
erklirt diese Struktur mit ihrem chinoiden System die Farbvertiefung bei
Bromwasserstoffanlagerung. Zweitens weist die Struktur VI auf Grund der
zwischen chinoiden System und Carbonylgruppe méglichen Konjugation eine
zusdtzliche Stabilitdt auf. Der Energiegewinn bei der Ausbildung von VI ist

8) H. O. Jexxins, J. Amer. chem. Soc. 77, 3168 (1955).
%) H. O. Jenxins, Trans. Faraday Soc. 51, 1042 (1955).
1) R. Huiseex u. H. BRapg, Chem. Bar, 90, 1432 (1957).
1) R. Huiseew, H. BRapg, H. WaLz u. I. GLoGGER, Chem. Ber. 90, 1437(1957).
12) G. FRAENKEL u. C. NIEMANN, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 688 (1958)
13y A. KorozyNskT1, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 4379 (1908).
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somit grofBer als der mit der Stabilisierung von II durch Protonisierung am
Carbonylsauerstoffatom zu Struktur V verbundene.

Hier bleibt nun aber immer noch die Frage offen, weshalb die Hydro-
bromide der Aminosdure-PAP-amide in trockener Substanz rot, in willriger
Losung dagegen gelb gefarbt sind. Schon Hanrtscr %) hatte festgestellt, daf
die Farbe der Losungen von Hydrochloriden von Aminoazobenzolen wesent-
lich von der Polaritdt der Losungsmittel abhéngt. Er fithrt das auf das durch
die Losungsmittel hinsichtlich sziner Lage beeinflulite 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, erhéhen. Dieser Bindungsausgleich erreicht hier nun seinen
grofiten Wert in der durch Protonisierung an der Azogruppe stabilisierten,
konjugationsfdhigen Grenzstruktur VI. Wenn sich mit zunehmender Polari-
tidt des Losungsmittels die Griinabsorption zugunsten der Blauabsorption
verringert, muf} der Anteil der Struktur VI am Grund- oder/und Anregungs-
zustand abnehmen.

Die zusétzliche Protonisierung der Aminosdure-PAP-amide mit einem
zweiten Molekiil Bromwasserstoff zur Amidiniumstruktur wird ohne weite-
res bereits in stark saurer, wilriger Losung crreicht. Die zur Stabilisierung
der chinoiden Struktur VI notwendige Tautometrie, die iiber ein sich sehr
schnell einstellendes Gleichgewicht erfolgen kann13), ist somit offensichtlich
die derart vom Losungsmittel abhingige Reaktion, denn die Lage von
Tautomeriegleichgewichten hingt sehr vom Charakter des Lisungsmittels
ab16)17),

Zunehmender Gehalt an Wasser im Losungsmittel wird deshalb zu
Wasserstoffbriicken zwischen Wassermolekiilen und dem Wasserstoffatom
der Azogruppe fithren, was zu einer Zunahme der Elektronendichte am duBe-
ren Azostickstoffatom im Sinne von Struktur III fithrt. Das bedeutet Ver-

minderung der Stabilitdt der Struktur VI und somit kurzwellige Verschiebung
der Lichtabsorption.

Beziiglich des prototropen Gleichgewichts hat das Wasser hochstwahr-
scheinlich die Bedeutung, dafl die Kniipfung einer Wasserstoffbriicke zwi-

) A. Haxrscr u. F. HiLscHER, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 1171 (1908).

15) F. BAR u. F. KunN, Liebigs Ann. Chem. 561, 143 (1935).

16y L. N. Jagsontov, D. M. KRASNOKUTSKAJA, K. M. PERESLENI, YU.N. SHEINKER
u. M. V. RuBTsow, Tetrahedron 22, 3233 (1966).

17) R. MoxDELLI u. L. MERLINT, Tetrahedron 22, 3253 (1966).
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schen Wasserstoffatom der Azogruppe und Sauerstoffatom eines Wasser-
molekiils gleichzeitig die Kniipfung einer Wasserstoffbriicke von einem Was-
sermolekiil zum Carbonylsauerstoffatom (Struktur VI einschlieBt. Bei ho-
hem Wasseranteil am Losungsmittel kommt es schlieBlich zur Ablésung des
Wasserstoffatoms von der schwach basischen Azogruppe, der die Protoni-
sierung des Carbonylsauerstoffatoms folgt, wenn man Wasser als komplexes
Wasserstoffbriickenassoziat betrachtet. Dieser Vorgang lduft somit also auf
eine vollstindige Tautomerie hinaus. Wesentlich scheint fiir diesen taufo-
meren Ubergang auch die relative Basizitdt zwischen Carbonylsauerstoff
und Azostickstoff in Abhangigkeit von der Polaritit des Losungsmittels zu
sein. Hieriiber existieren jedoch noch keine experimentellen Daten.

Der Vorgang der genannten Tautomerie, also der Ausbildung der Amidi-
niumstruktur, diirfte beim Losen der Aminosédure-PAP-amid-hydrobromide
in Wasser allerdings sofort von einer Protonendissoziation begleitet sein,
da inder wiBrigen Losung der Hydrobromide etwaein pH-Wert von 3 herrscht,
so dal} die oben als Voraussetzung der Amidiniumstruktur angegebenen stark
sauren Verhdltnisse nicht gewéhrleistet sind. Die Primarprotonisierung an
der a-Aminogruppe bleibt jedoch erhalten. Das folgt aus der Darstellung von
L-Ala-PAP-amid . 1/, H,80,, welches durch Versetzen der wilrigen Losung
des Hydrobromids mit einer Natriumsulfatlésung gewonnen werden kann 2).

Wegen der geringen Basizitit der Agogruppe erklirt sich der schwan-
kende Bromwasserstoffgehalt in den Aminoséure-PAP-amid-hydrobromi-
den, wobei die Bedingungen bei der Abspaltung der Carbobenzoxygruppe
mit Bromwasserstoff/Eisessig®) den Ausschlag geben werden (z. B. Brom-
wasserstoff/Eisessig-Menge, Reaktionszeit und Reaktionstemperatur). Auch
die sich anschlieBende Atherbehandlung zum Auswaschen von Eisessig, HBr
und Benzylbromid kann wegen ihrer unterschiedlichen Intensitdt von Ein-
fluf} sein.

Beschreibung der Versuche

Darstellung der Aminosiure-PAP-amid-hydrobromide nach 2)18)1?), Darstellung von
L-Ala-PAP-amid-sulfat nach 2).

Darstellung von freiem DL-Phenylalanin-PAP-amid: DL-Phenylala.nin-PAP-a.mid—
hydrobromid wird in Wasser gelést. Die Losung versetzt man mit iiberschiissigem Ammo-

niak. Das ausgefallene Produkt wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und anschlie8end im
Vakuum tiber Atzkali getrocknet. Schmp. 176 —178°C,

CoyHyoN,O (344,4) ber.: C 73,23; H 5,87;
gef.: € 72,98; H 6,10.

18) A. BArRTH u. P. SCHWENE, Acta chim. Acad. Sci. hung. 49 (4), 405 (19686).
19) A. Barrr u. P. SoEWENEK, Z. Chem., im Druck.
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Messungen:

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

Bernburg/Saale, Institut fiir Naturwissenschaften der Hochschule fiir
Landwirtschaft.

Bei der Redaktion eingegangen am 31. Januar 1967,

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





