Streulichtmessungen an Losungen von pr-Phenyl-
alaninpolypeptiden.

Von
J. W. Breitenbach und A. Koref.

Aus dem I. Chemischen Laboratorium der Universitdt Wien.
Mit 3 Abbildungen.
(Eingelangt am 14. Februar 1954.)

Zur Ermittlung der Aggregation der Polypeptidmolekiile
wird die Intensitéit des Streulichtes der Ldsungen von synthe-
tischen DL-Phenylalaninpolypeptiden unter Verwendung eines
ZeiB-Stufenphotometers in einem Winkelbereich von 35° bis
120° gemessen.

Lésungen in Nitrobenzol enthalten sehr groBe Aggregate
und zeigen eine gewisse Instabilitédt, die in einer Zunahme der
Teilchengewichte bei sehr langem Stehen der Losung zum
Ausdruck kommt. Benzolldsungen zeigen zwar eine grofere
Viskositétserhohung, enthalten aber Teilchen mit geringerem
Teilchengewicht, das allerdings immer noch viel grofer ist als
dem mittleren Molgewicht der einzelnen Polypeptidketten
entsprechen wiirde. Sie sind deutlich instabiler als die Nitro-
benzolsysteme.

Am meisten dem molekulardispersen Losungszustand nahern
sich die Ldsungen in Dichloressigsiure, bei denen auch qualitative
Zusammenhénge zwischen den Streulicht- und Viskositétsgréfen
gefunden wurden.

Durch Viskositdtsmessungen an Losungen von pr-Phenylalanin.
polypeptiden haben wir schon nachgewiesen, dafl in den verwendeten
Losungsmitteln (Nitrobenzol, Dichloressigsiure, Benzol) diese Stoffe
keineswegs molekular dispers gelost sind!. Durch Messung der Intensitit
des Strealichtes solcher Losungen muBite es moglich sein, eine genauere
Kenntnis vom Zustand der Phenylalaninpolypeptide in Losung zu
erhalten. '

1 J. W. Breitenbach, K. Allinger und 4. Koref, Mh. Chem. 86, 269 (1955).
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Apparatur.

Zunéchst war im Hinblick auf die verhaltnisméBig niedrigen mittleren
Molgewichte der Polypeptide nur beabsichtigt, Intensitétsmessungen unter
90° zum Primérstrahl zu machen. Fir derartige Messungen war auch der
Apparat vorhanden, mit dem, unter Beniitzung eines Pulfrich-Stufenphoto-
meters, Streulichtmessungen an Polystyrollosungen ausgefithrt worden
waren. Es zeigte sich aber bald, daf} in den meisten Féllen die Streuintensitéten
der Lésungen der Phenylalaninpolypeptide zu groB waren, um in dieser
einfachen Weise ausgewertet zu werden. Daher mufite die Winkelabhingig-
keit des Streulichtes gemessen werden. Eine dazu geeignete Apparatur
fiir visuelle Beobachtung unter Verwendung des Pulfrich-Stufenphotometers
wurde im Anschlull an die Konstruktion von Rhees und Foster? gebaut?.
Die Lichtquelle und das optische System zur Teilung des Primérstrahles
sind dabei auf einer Scheibe drehbar montiert, wihrend sich unbeweglich
in der Scheibenachse die Kiivette befindet, sowie ein rechtwinkeliges Prisma,
das bei den verschiedenen Scheibenstellungen immer die gleiche Intensitét
des Vergleichslichtes fiir das Pulfrich-Photometer liefert. Die photometrisch
zu vergleichenden Strahlenbiindel liegen senkrecht iibereinander; daher ist
auch das Stufenphotometer senkrecht zu seiner sonst iiblichen Lage montiert.
Die Apparatur erlaubt Messung des Streulichtes unter Winkeln von 356 bis
120°. Soweit es die Intensitdt der Lichtquelle (Quecksilberquarzbrenner
Philips HP 125 W) zulieB, wurde besonderer Wert auf gute Ausblendung
des Priméarstrahles und auch des Streulichtes gelegt. Es wurde mit der
Woellenléinge 546 mu (Schoit-Absorptionsfilter) und 436 mu (Zeif-Interferenz.-
filter) gemessen. Zur Schwichung des Vergleichslichtes wurden 1 bis 3 Milch-
glasscheiben verwendet. Diinnwandige, kegelférmige Kiivetten (Kolbchen)
wurden nach den Angaben von Zimm* hergestellt. Sie gestatteten Messungen
mit einem Mindestvolumen von 3cm® Lésung. Die Kalibrierung und
Bichung der Apparatur erfolgte durch Vergleich mit einer fixen Lichtquelle,
mit wifr. Fluoresceinlésung, mit einer Toluollssung des Debyeschen Poly-
styrols und mit einer Ludoxsuspension?.

Nitrobenzollésungen.

Messungen der Intensitit des Streulichtes unter 90° wurden an Poly-
peptiden ausgefitbrt, die unter definierten kinetischen Bedingungen in
Nitrobenzollosung durch Anregung mit N-Athylglycindifithylamid dar-
gestellt worden waren®. Aus dem Verhiltnis zwischen umgesetztem
N-Carbonséureanhydrid und Starter 1i8¢ sich hier das mittlere Mol-
gewicht der Polypeptide abschitzen.

Da die Polypeptide nach dem Fillen mit Pefroldther in Nitrobenzol
nicht mehr 16slich waren, muBten die Lichtstreuungsmessungen, ebenso wié

frither die Viskositétsmessungen, unmittelbar an den bei der Polymerisation
erhaltenen Losungen vorgenommen werden. Diese wurden auch direkt mit

2 R. (. Rhees und J. F. Foster, Towa State Coll. J. Seci. 27, 1 (1952).

3 Die experimentellen Einzelheiten sind beschrieben bei A. Koref, Disser-
tation Universitit Wien (1955).

4 B. H. Zimm, J. Chem. Physics 16, 1099 (1948).

5 J. W. Breitenbach und K. Allinger, Mh, Chem. 84, 1103 (1953).
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Nitrobenzol weiter verdiinnt. Die Lésungen wurden vor der Messung durch
Filtrieren und Zentrifugieren in einen optisch einwandfreien Zustand gebracht.

Zur Auswertung der Lichtstreuungsmessungen nach

K¢/Ry = 1/My +~2Be¢
mufl die Grofe K

on \2 -
K = 2nxtn? %0 /It N

bestimmt werden®. Es bedeutet ¢ die Konzentration der untersuchten
Loésung, R die auf Beobachtungsabstand und Primé&rintensitdt genormte
Streuintensitit [R,y, (unter Streuwinkel von 90°) heifft: ,, Rayleigh-Verhilt-

nis“], My den Gewichtsmittelwert des Molgewichtes der streuenden Teil-
chen, B den zweiten Virialkoeffizienten in der Beziehung fiir den osmotischen
Druck =

7w=RT (¢c/]M + Bc?,

7 den Brechungsindex und N die Loschmidische Zahl.
Fiar Nitrobenzol ist bei 20° fir 546 mu: der Brechungsindex

o
n = 1,5656811 und sein Konzentrationsgradient —gci = 0,0407 cm?® g—;

K == 1,485 10-% cm? g—2; fiir 436 mu: » = 1,58768, —:Gi = 0,038 em3 g1,
K =1331-10"8%cm? g2

Die Konzentrationsgradienten des Brechungsindex sind extrem klein.
In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Streulichtmessung fiir zwei Poly-
peptide angegeben.

Tabelle 1, Streulichtmessungen an Phenylalanin-
polypeptiden in Nitrobenzollésung.

Ny: M ~ 1500; N,: M ~ 10000.

N2 N4
e e e
Konz. (g/em?®)-10° ‘ —fll;-c'm’ Konz. (g/em?)-10° T ﬁ-l(ﬁ
i % 1} R,
|
5,05 11,1 4,70 } 0,841
3,61 ; 9,97 3,36 x 0,826
2,54 : 8,12 2,35 | 0,813
1,70 7,50 L5T 0,847
1,27 6,96 0,94 i 0,904
i 0,58 | 0,888
| 0,33 | 0,854
0 L 55 0 0,84

¢ Beziiglich der Bezeichnung vgl. besonders H..J. L. Trap und J...
Hermans, Rec. trav. chim. Pays-Bas 78, 167 (1954).
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Die Konzentrationsabhdngigkeit von R~C ist zwar in beiden Fillen
90

sehr verschieden, die Extrapolation auf ¢ = 0 148t sich aber gut durch-
fihren. Die Grenzwerte sind in der untersten Reihe von Tabelle 1 an-
gegeben. Der Reziprokwert dieser Grofe sollte dem Gewichtsmittel
des Teilchengewichtes gleich sein. Fir N 2 ergibt das 1,82- 108, fur
N 4 1,19- 107. Diese unerwartet grolen Werte, die von der unerwartet
grofen Intensitit des Streulichtes der Losungen herrithren, bedingen,
dafl die oben durchgefiihrte

Auswertung nicht korrekt 77 4c/fy

ist. Die groBen Teilchen i

konnen nicht mehr als . B9l
punktformige Streuzentren //

4 -
betrachtet werden; daher /* - J—
sind die angegebenen Werte 74‘——% * ¥ g5t
fir M, durch Interferenz-.
verluste noch zu klein. Un- e

erwartet ist diese grofle
Lichtstreuung,  abgesehen  ,|
von den kleinen mittleren
Molgewichten der Polypep-
tide, vor allem deshalb, weil 7k

die Nitrobenzollssungen T ) l i V4
verhdltnismifBig wenig vis-
kos sindl. Fir N 2 betragt ' .

) . . " 7 2 7 e
die Grenzviskositdtszahl [#]

! 3 i N 3o Abb, 1. Streulichtmessungen an Nitrobenzollsungen
7 cm / & fir N 4 24 e / g von DI-Phenylalaninpolypeptiden unter 90°.

Daraus folgt, dafl die aus
sehr vielen Molekeln bestehenden Aggregate einen verhéltnismafig
kompakten Bau haben miissen.

Man konnte bei diesen Messungen immer noch das Bedenken haben,
daB direkt an den in der Nitrobenzollosung gebildeten Polymeren ge-
messen wurde. Nitrobenzollssliche Polymere kénnen aber auch durch
Polymerisation des N-Carbonsiureanhydrids in Benzollosung ohne Zu-
satz eines Starters erhalten werden?.

Zu dem im Hochvak. getrockneten N-Carbonséureanhydrid wurde Benzol
imm Hochvak. iiber Natrium zudestilliert. Die im Hochvak. eingeschmolzene
Losung (0,16 Mol/l) wurde durch 12 Stdn. bei 70° C gehalten. Das ent-
standene Polypeptid hatte sich zum Teil ausgeschieden. Dieser unldsliche
Anteil wurde durch Dekantieren und Zentrifugieren abgetrennt. Der in

Losung befindliche Anteil wurde mit Petroldther ausgeféllt, Der benzol-
l6sliche Anteil war auch zur G#nze in Nitrobenzol loslich.

7 J. W. Breitenbach und F. Richier, Makromol. Chem. B 4, 262 (1950).
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Mit diesen Polypeptiden konnten also durch Einwigen und Auflésen
in normaler Weise Losungen in Nitrobenzol bereitet werden. In Abb. 1
sind MefBergebnisse an drei solchen Losungen wiedergegeben; zum Ver-
gleich ist auch noch N 4 aufgenommen. Auch hier treten verschiedene
Neigungen auf, aber die Grenzwerte liegen doch in der gleichen GriBen-
ordnung. Als untere Grenze der mittleren Partikelgewichte erhidlt man
far B 13 L: 3,20 10%; fir B 19 L: 3,60 - 10° und fiir B 15 L: 2,90 - 10°.
Die Grenzviskositidtszahlen sind fir B 13 L: 31, fir B15 L: 33. Es
kann also kein Zweifel bestehen, dafl es sich in Nitrobenzollfsung um
sehr groBe, verhdltnismidBig kompakte Aggregate handelt, bei denen
kein gesetzmaBiger Zusammenhang zwischen der PartikelgréBe und der
Viskositét der Losungen besteht. Es schien nun interessant, wenigstens
an einer solchen Losung eine Bestimmung der Winkelabhingigkeit der
Intensitdt des Streulichtes vorzunehmen. Dazu wurde ein Polypeptid
B 23 L, dessen Verhalten auch in Benzol- und Dichloressigsiurelosung
untersucht werden konnte, verwendet. Es wurde, wie oben angegeben,
durch Polymerisation in Benzollssung bei 70° erhalten. 44,6%, dieses
Peptids waren bei Raumtemperatur in Benzol und Nitrobenzol 16slich.
Der l6sliche Anteil hatte einen Gehalt an Aminostickstoff von 0,05,
der unlésliche von 0,199(8.

Nach mehrmonatigem Stehen des festen B 23 L. war es noch immer in
Benzol 16slich, in Nitrobenzol erfolgte bei Raumtemp. nur mehr Queilung,
keine Losung; allerdings ging beim Erhitzen auf 100° durch 5 Stdn. der
grofite Teil in Loésung.

An dem henzolléslichen Anteil wurden die in Tabelle 2 angefithrten
Zahlen gewonnen.

Tabelle 2. pL-Phenylalaninpolypeptid B 28 1. in
Nitrobenzol.
10" - K ¢/Rg ® bei 546 mu (¢ in gfem?, © in Graden).

S 10%¢ ‘ |

@ - 89 | 223 357 | 536 893
35 2,09 2,07 2,15 2,18 2,33
40 2,11 2,145 2,16 | 2,26 2,35
45 2,15 | 216 = 224 | 2255 2,40
60 2,32 2,32 2,36 | 245 2,59
75 2,47 . 247 . 251 2,67 . 2,70
90 2,66 = 269 273 2,80 | 2,93
105 2,895 | 2,875 2,95 | 2,99 | 3,14
120 3,06 3,07 | 3.4 | 320 | 3,35

¢ Analysen von Dr. §. Kaénz, Mikroanalytisches Labor. des II. Chem.
Universitatslaboratoriums.

# In den hier und im folgenden angefiihrten K ¢/R -Werten ist R, schon
durch den Thomson-Faktor (1 4 cos? @) dividiert.
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In Abb. 2 ist aus diesen Angaben ein Zimm-Diagramm gezeichnet.

K
Der Grenzwert von R—@c fir ¢ =0 und @ =0 betrigt 1,90 10-7; das

entspricht einem Gewichtsmittelwert des Teilchengewichtes von 5,25 - 108,
Damit ist das Vorliegen von Partikeln, die gréBenordnungsmiBig gréBer
sind als die Peptidmolekel, in Nitrobenzollésung endgiiltig bewiesen.
Die geringe Konzentrationsabhingigkeit von K ¢/Rq entspricht einem
sehr kleinen 2. Virialkoeffizienten, sein Zahlenwert ist im vorliegenden
Falle 1,5- 1075 cm3 g—2.

Benzollésungen.

Auch in Benzollosung
wurde an diesem Phenylala-
ninpolypeptid die Winkel-
abhingigkeit des Streulichtes
untersucht.

Die Benzollésungen waren
sehr viel empfindlicher gegen
Luftfeuchtigkeit als die Nitro-
benzollésungen, wobei aber
sehr groBe Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Proben
auftraten. Beim Stehen im

offenen Kolben betrug die Apb. 2. Zimm-Diagramm fir B 23 L in Nitrobenzolldsung.

Tabelle 3. Messung des Streulichtes an
Benzollosungen von B 23 L.

: on
nige = 1,50404; ——=0,0936 cm®g1; Ky = 7,31 - 107

on
] - —
nise = 1,52166; —— = 0,101 em? g7%;  Kype = 2,15 - 1077

Ke . X
107 ; ¢ in g/em®; @ in Graden.
Reg
J = 546 mu.
N 90 : 144 320 800
r
35 13,4 12,1 10,15 7,75
40 13,7 12,2 ¢ 10,25 7,69
45 13,8 12,6 10,25 7,92
60 14,35 13,1 10,8 9,04
75 15,15 13,9 11,8 | 9,63
920 15,6 14,4 12,7 | 11,05
105 16,3 15,3 | 14,0 : 12,2
120 16,9 159 | 148 13.1
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A = 436 mu.
T | !

5 107 9 144 | 30 | 800
35 13,7 ‘w 12,7 1Ll 8,12
40 13,9 | 131 1L15 8,59
45 14,1 | 13,15 1,5 9,05
60 152 14,0 12,85 ' 103
75 16,0 15,2 14,4 121
90 17,1 16,3 15,6 | 14,2
105 17,9 17,6 174+ 16,0
120 19,15 18,9 18,6 18,1

Zeit, innerhalb welcher Ausflockung eines Niederschlages eintrat, wenige
Minuten bis einige Stunden. Bei B 23 L trat auch beim Verdiinnen der Lo-
sungen mit Benzol eine Trubung auf; es wurde daher jede Konzentration
fiir die Lichtstreuungsmessung durch eine eigene Einwaage bereitet. Auch
im intensiven Licht der Lichtstreuungsapparatur waren die Lésungen meist

Ae 7
=70 -
% / 400090
C=000744
6+
C=400800
s ,
/

7z

VA

5 -

N 20
sm? 8/2 +700 ¢

Abb, 3. Zimm-Diagramm fir B 23 I in Benzollosung (7 = 546 mp).

nicht vdllig stabil. Durch eigene Versuche wurde sichergestellt, dafl tat-
sdchlich die Belichtung eine Tribung hervorruft. Aus all dem ergibt sich,
daB die Messungen an den Benzollosungen grofiere Fehler haben als die an
den Nitrobenzollosungen. Es war aber doch méglich, bei Einhaltung der
nétigen VorsichtsmaBregeln reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten (Tabelle 3).

Die Intensitit des Streulichtes ist zwar in Benzol gréBer, Ry K ¢

aber kleiner als in den Nitrobenzollésungen. Der Grenzwert fiir o st
o
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14,3 - 107, entsprechend einem Gewichtsmittelwert des Teilchengewichtes
von 7-105. Der Wert, der bei 436 my erhalten wird, stimmt damit vollig
iberein. Auffallend ist, dafl K ¢/Rgy mit steigender Kongentration ab-
nimmt. Formal wiirde das einen negativen 2. Virialkoeffizienten bedeuten.
Wahrscheinlich ist eine Zunahme des Aggregationsgrades mit steigender
Konzentration vorhanden, die auch fiir die starke Kriimmung verant-
wortlich ist.

Um zu sehen, ob die an B 23 L. beobachtete, ungewchnte Konzen-
trationsabhéngigkeit eine allgemeinere Bedeutung hat, wurde noch ein
Peptid wntersucht, dessen Losungen weniger gegen &dufBlere Einfliisse
empfindlich waren, so dafl die zu vermessenden Ldsungen durch Ver-
diinnung einer Ausgangslésung hergestellt werden konnten. Es war das
die Substanz B 21, die unter den gleichen Bedingungen gewonnen wurde
wie B 23. Bei dieser Substanz waren 45,7%, in Benzol bei Raumtemperatur
loslich (B 21 L); von dem benzolloslichen Anteil waren 23,6%, (also
10,89, von B 21) in Nitrobenzol unléslich (B 21 L 2). Die Benzollssungen
von (B 21 L 2) konnten mit Benzol verdiinnt werden, ohne sich zu triitben.

Tabelle 4. Lichtstreuung von Benzol-
l6sungen von B 21 L 2.

K
107 —R—C~; ¢ in g/fem®; © in Graden; A = 546 mu.
©

T 1050 66,2 | 10 250 897
@ Tl 1 ;
35 353 | 3545 | 343 | 333
40 36,6 ‘ 35,3 34,3 33,1
45 35,6 | 344 . 34,6 34,3
60 36,5 34,3 35,0 33,9
75 36,2 | 35,4 34,9 34,6
90 36,7 ' 36,0 35,0 34,6
105 37,0 . 36,6 ‘ 349 | 351
120 37,1 | 355 35,7 35,2

Tatsichlich verhilt sich diese Substanz ziemlich abweichend von
B 23. Die Winkelabhiéngigkeit der Streuintensitit ist so gering, dafl man
daraus schon auf kleine Partikeldimensionen schlielen muB. Damit
stimmt vollig das Gewichtsmittel des Partikelgewichtes iiberein, das

sich aus dem Grenzwert von —,— zu 2,7 - 105 ergibt. Die grofiere Stabilitit

Ro
dieser Losungen ist also auf die viel geringere Partikelgrofle zuriickzu-
Ke .
filhren. Die Konzentrationsabhingigkeit von Ry ist sehr gering, ent-

spricht aber doch auch einem negativen Virialkoeffizienten. Das Benzol
ist in diesem Sinne ein sehr schlechtes Losungsmittel far die Phenyl-
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alaninpolypeptide, und es ist verstdndlich, daBl bei B 23, wo von vorn-
herein viel gréflere Aggregate vorliegen, das System eine merkliche
Instabilitdt besitzt. Allerdings wurden auch bei Systemen mit etwa
gleichem Teilchengewicht sehr verschiedene Stabilitatsverhdltnisse an-
getroffen. Allgemein scheinen Losungen mit lockerer Teilchenstruktur
(grofere Dissymmetrie) instabiler zu sein als solche mit kompakteren
Teilchen.

WilBrige Dichloressigsdureldsungen.

Nachdem wir Gber den Lésungszustand des Phenylalaninpolypeptids
B 23 L in Nitrobenzol und Benzol Aufschlufl gewonnen hatten, schien
es uns wichtig, auch die Verhiltnisse in Dichloressigsiure kennenzu-
lernen. Inreiner Dichloressigsiure ist es wegen ihrer groffen Hygroskopizi-
tat gsehr schwierig, reproduzierbare MeBergebnisse zu erhalten. s wurde
daher, ebenso wie bei den Viskosititsmessungen, eine wasserhaltige
Dichloressigsdure verwendet, deren Zusammensetzung durch ihren
Brechungsindex (n2y; = 1,46396) kontrolliert wurde. Die Verwendung
dieses Gemisches als Losungsmittel fiir die Lichtstreuungsmessangen

Tabelle 5. Messung des Streulichtes an Lésungen in
wasserhéaltiger Dichloressigsédure.
A = 546 my.
an
= 0,124 em® g1, K = 1,21 - 10773

1%

Nggs = 1,46396;

Ke
107 - ; ¢ in g/em®; @ in Graden.
R
! |
\@ios ¢ 8 | 170 272 208 680
| i

35 56,9 56,4 58,3 58,9 | 62,9
40 55,2 57,6 58,2 58,2 64,6
45 56,1 56,5 57,3 60,4 65,0
60 55,7 57,2 | 56,7 61,0 63,9
75 56,9 56,3 . 58,6 61,5 | 64,4
90 56,3 57,1 59,0 59,8 i 65,6
105 56,7 57,2 57,0 60,9 65,9
120 58,3 57,1 58,0 59,8 65,6

ergibt natiirlich Komplikationen bei der Auswertung der Messungen.
Uberhaupt erwies sich die Dichloressigsiure fiir die Streulichtmessungen
experimentell am unangenehmsten; es war sehr schwierig, véllig staub-
freie Losungen zu erhalten, besonders bei kleinen Konzentrationen war
es oft unmdglich, brauchbare Streuwerte zu messen. In Tabelle 5 sind
die Ergebnisse fiir B 23 L angefiihrt.
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Innerhalb der, wie schon erwdhnt, allerdings recht grofen Versuchs-
fehler ist keine Winkelabhingigkeit von —I—{ﬁvorhanden; dementsprechend
o 'O

ist auch der Gewichtsmittelwert des Partikelgewichtes verhiltnismiBig
klein, némlich 185000. Messung bei 4 = 436 my liefert ein damit iiberein-
stimmendes Ergebnis, ndmlich 178000. Da diese Werte in einem Losungs-
mittel-(Dichloressigsdure)-Fallungsmittel(Wasser)-Gemisch erhalten wur-
den, stellen sie zweifellos nur obere Grenzwerte fiir das (Gewichtsmittel
dar. Der zweite Virialkoeffizient ergibt sich zu 7,3-10-% em? g~2, also
bedeutend grofer als in Nitrobenzol.

Wenn schon der Absolutwert der in Dichloressigsdure ermittelten
Partikelgewichte keine grofe Bedeutung hat, so 148t sich aber in diesem
Losungsmittel ein Vergleich des benzollgslichen und benzolunldslichen
Anteiles von in Benzolldsung gewonnenen Phenylalaninpolypeptiden
durchfithren (Tabelle 6).

Tabelle 6. Messung des Streulichtes in wéaBriger
Dichloressigsiure. Benzolunléslicher Anteil von

B 23.
/. = 546 my.
107 . 7Q,- 1 3. @ 1 G d
Bo ’ ¢ in g/cm ; in Graden.
i i
- 10%e 89,4 223 358 536 \ 894
& T \ |
‘ z
35 286 275,5 = 285 282 L 294,65
40 276 . 271 | 276 279,5 300
45 275  289,5 288 | 286 r 288
60 281 | 277 277 | 289 | 289
75 270 \ 276 276 292 289
90 271 | 284 275 290 293.,5
105 284 274 282 | 284 291,5
120 280 | 287 | 271 ‘ 284 208

Auch diese Losungen zeigen keine Dissymmetrie; der Gewichtsmittel-
wert des Partikelgewichtes liegt bei 3,6 - 10%, also noch bedeutend niedriger
als fiir den benzolloslichen Anteil.

Bei B 23 L und B 23 U in wiBriger chhloresmgséiure kommen zum
erstenmal die Lichtstreuungswerte in die GréBSenordnung der aus dem
Endgruppengehalt folgenden mittleren Molekulargewichte, die fiir
B 23 L etwa 30000 und fiir B 23 U etwa 8000 betragen.

Wir haben noch Messungen an zwei analogen Polymeren durchgefiihrt.
Wegen der fehlenden Dissymmetrie wurde nur unter 90° gemessen.

B 15 stimmt in seinem Verhalten mit B 23 i{iberein, bei B 20 ist
aber doch auch das Teilchengewicht des benzolunlislichen Anteils offen-
bar groBer, als mit einem moleknlardispersen Zustand vereinbar wire.
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Tabelle 7. Gewichtsmittelwerte des Teilchengewichtes (obere
Grenzwerte) aus Streulichtmessungen in wé&Briger Dichlor-

essigsdure.
Benzolldglicher Anteil Benzolunloslicher Anteil
Polypeptid o, der T % der }‘ 7
Gesamtmenge Ww Gesamtmenge ! w
|

B 15 42 j 14,8 - 10% 58 2,7-104

B 20 43 16,9 - 10¢ 57 11,2 - 104
Diskussion.

Als ein Hauptergebnis der Lichtstreuungsmessungen ist die Bestéiti-
gung des schon aus den Viskositdtsmessungen gezogenen Schlusses an-
zusehen, daf weder in Nitrobenzol noch in Benzol eine molekulardisperse
Losung der pr-Phenylalaninpolypeptide eintritt. Bei den untersuchten
Losungen in wilBriger Dichloressigsiure, bei denen es sich um in Benzol-
lésung entstandene Polypeptide handelt, scheint aber, im Gegensatz zu
den Ergebnissen der Viskosititsmessungen, ein solcher Losungszustand
moglich.

Die héchsten Partikelgroflen wurden in Nitrobenzol gefunden. Das
ist iiberraschend, da Benzollosungen im allgemeinen eine héhere Viskosi-
titszunahme aufweisen. Dieser Umstand spricht jedenfalls fiir eine sehr
verschiedenartige Struktur der Aggregate in den beiden Flussigkeiten.
In Tabelle 8 sind fiur das Polypeptid B 23 L die Viskositétszahlen und

B .
die Werte fiir —K_% in den verschiedenen Léosungsmitteln angefithrt.

Tabelle 8. Vergleich von Lichtstreuungs- und ViskosititsgroBen.

Kon- Nitrobenzol Benzol Dichloressigsiiure
zentration R R T

g/em® TKR_Z ngple % ngple —% Ygple
0,0018 5,1 -10¢ } 37 0,8-10%8 ;| 314 0,18 - 106 . 30
0,0005 5,2-10% | 35 0,78 - 105 | 132 0,18 - 108 30
0 5,25 - 108 l 34 0,70 - 108 . 64 0,185 - 108 | 30

Es ist auBerdem auffallend, daf sich die extrem starke Xonzentrations-

abhéngigkeit der Viskosititszahl in Benzol nicht auch in einer entsprechend
R . . e

starken Abhidngigkeit des E%*-Wertes spiegelt. Ein quantitativer Zu-

sammenhang besteht dagegen zwischen #g,/c und der aus der Dissymmetrie
des Streulichtes berechneten Grofie L (siehe S.290); I3 c¢/ng, ist fir
die verschiedenen Konzentrationen annidhernd konstant.
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Zweifellos laufen aber auch in einer Losung bestimmter Konzentration
sowohl in Benzol als auch in Nitrobenzol zeitliche Anderungen irreversibler
Natur in den Aggregaten ab. Bei Benzollssung ist dabei oft ein starker
Einfluf der Luftfeuchtigkeit festzustellen, in dem Sinne, daB bei Beriih-
rung mit Luft die Losungen sich rasch tritben und Polymeres ausfillt.
Beim Nitrobenzol konnte kein Feuchtigkeitseinfluf} festgestellt werden,
auch wurden keine sichtbaren Tritbungen bei langem Stehen beobachtet.
DaB aber doch Anderungen vor sich gehen, zeigten sowohl Lichtstreuung
als auch Viskositéitsmessungen an einer Losung, die etwa 4 Monate ge-
standen war (Tabelle 9).

Tabelle 9. Alterung einer Nitrobenzollésung des Phenylalanin-
polypeptides N 4.

Gemessen
unmittelbar nach 4 Monaten
Reo L 3 6 ‘ 5
7o Pel ¢ = 0,00094 gjem? ... 11,9 - 10 21,710
X 24 i 9,4

Grenzviskosititszahl und Trilbung #ndern sich in entgegengesetater
Richtung. Es tritt nicht nur eine Aneinanderlagerung der Teilchen,
sondern offenbar auch eine gewisse Schrumpfung, also Ubergang in eine
kompaktere Struktur, ein.

Eine genaue Angabe von mittleren Assoziationsgraden aus den
Partikelgewichten und aus den, etwa durch Endgruppenbestimmungen
ermittelten, mittleren Polymerisationsgraden ist nicht mdglich, da ja
die Streulichtmessung Gewichtsmittelwerte fiir das Teilchengewicht
liefert. Eine verhdltnismiBig kleine Anzahl groBer Partikel kann schon
einen groBlen Wert fiir die Lichtstreuung ergeben, ohne deshalb den
Zahlenmittelwert des Teilchengewichtes entsprechend zu erhdhen. Wenn
also bei B 23 L mit einem Endgruppenmolekulargewicht ~ 10* in Nitro-
benzolldsung ein Lichtstreuungsteilchengewicht von 5-10% auftritt, so
kann man nicht auf einen miitleren Assoziationsgrad von einigen Hundert
schlieBen; dieser kann vielmehr um eine GroBenordnung oder mehr
kleiner sein. Man kann nur mit Sicherheit sagen, dafl Teilchen mit so
hohem (und natiirlich auch noch héherem) Assoziationsgrad in der Lésung
vorhanden. sind.

Unter der Unsicherheit, die aus der unbekannten Verteilung der
TeilchengroBe stammt, leidet vor allem die Ermittlung der mittleren
Teilchendimension. Nimmt man eine statistische Verteilung der Teilchen-
groBen und Aufbau der Teilchen als statistische Kniduel an, so erhilt
man fir die Wurzel aus dem mittleren Abstandsquadrat der Ketten-
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enden L (alle in einem Assoziat befindlichen Molekel als eine Kette be-
trachtet) fir B 23 L

in Benzol 625 A,

in Nitrobenzol 890 A.

Nach Benoifl® besteht zwischen der statistischen Kundueldimension £
von Polypeptiden und ihrem Polymerisationsgrad P die Beziehung

L=382)/PA.

Betrachtet man wieder ein Assoziat als eine einzige Kette, so erhdlt man
aus den mittleren Teilchengewichten in

Benzol L = 264 A,
Nitrobenzol L = 720 A.

Wenn man auch diesen Werten schwerlich eine absolute Bedeutung
wird zumessen kénnen, da alle rdumlichen und energetischen Einfliisse
bei ihrer Berechnung vernachlissigt sind, so lassen sie doch einen inter-
essanten Vergleich zu. In Benzol ist die experimentelle Kndueldimension
das 2,4fache, in Nitrobenzol nur das 1,2fache der berechneten. Auch
daraus kann man auf einen kompakteren Bau der Aggregate in Nitro-
benzol schliefen.

Dafi keine Beziehung zwischen dem mittleren Polymerisationsgrad
der Phenylalaninpolypeptide und der Grenzviskositétszahl ihrer Lisungen
bestehen kann, ist nach den hier festgestellten hohen Assoziationsgraden
ganz klar. Aber auch mit den gemessenen Teilchengewichten steben in
Nitrobenzollosung die Grenzviskosititszahlen in keiner Bezishung.
Z.B. ist fir N 4 _

M, >12-10%, [n] = 24,
fir B 23 1L o
M, =5,25-10% [n] = 34.

In wiBriger Dichloressigsdure scheint, wenigstens qualitativ, eine solche
Beziehung zu bestehen. Es wurde gefunden fiir

B23L M, =1,85-105 [n] =295,
BISL M, =148 105, [5] =188,
B15U M, =0,27-105, [] =124,

Wie schon erwiahnt, riickt hier das ]’liw schon sehr in die Nihe des
aus dem Endgruppengehalt gefolgerten mittleren Polymerisationsgrades.
Vielleicht wird also eine eingehendere Untersuchung der Verhiltnisse
in Dichloressigsdure sich doch auch noch fiir die Polymerisationsgrad-
bestimmung als wertvoll erweisen.

10 H. Benoit, J. Polymer Sci. 8, 376 (1948).
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Es ist klar, daB das beobachtete unterschiedliche Verhalten der
Phenylalaninpolypeptide in den verschiedenen Lisungsmitteln durch
eine verschiedenartige Struktur der Polypeptidketten bedingt ist. Ins-
besondere die beobachtete Instabilitdt der Losungen beweist, daBl auch
innerhalb eines Losungsmittels noch Strukturinderungen der Polypeptid-
ketten ablaufen. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um die Umwand-
lung innermolekularer Wasserstoffbriicken in zwischenmolekulare, ver-
bunden mit dem Ubergang von einer stirker gefalteten in eine mehr
gestreckte Struktur.

Fiir den Bau des StreulichtmeBgerites wurden uns von der Oster-
reichischen Akademie der Wissenschaften Mittel aus der Figdor-Stiftung
und aus Stiftungszuschiissen zur Verfligung gestellt. Wir danken auch
an dieser Stelle bestens fiir dieses Entgegenkommen.

Herrn Prof. Dr. F. Wessely haben wir fir die groBziigige Unter-
stlitzung bei der Herstellung der Polypeptide zu danken.

10*



