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Die ungewohnlich groBe Viskositdt der Ldsungen von
Polypeptiden in Toluol, einem typischen apolaren Ldsungs-
mittel, wird untersucht und auf Endassoziation der Molekiile
zuriickgefuhrt. Die Assoziation wird durch den Zusatz von
starken Basen und S#uren zum groften Teil geldst, dagegen
von anderen polaren Zusatzmitteln schwach sauren oder
bagischen Charakters nur in geringerem MafBle. Eine quanti-
tative, auf eine Anzahl klar ausgesprochener Annahmen ge-
griindete Behandlung wird gegeben und auf die sxperimentellen
Daten angewendet; daraus werden angenidherte Werte der
Assoziationskonstanten und der Molgewichte des Polypeptids
berechnet. Die Natur der Assoziation wird diskutiert.

1. Einleitung.

Mehrfach wurde bereits beobachtet, dall die Viskositdt von Poly-
peptidlésungen in apolaren Losungsmitteln durch den Zusatz von gewissen
polaren Substanzen bedeutend herabgesetzt wird. So z. B. wurde be-
obachtet!, dafl der Zusatz von 29, Ameisensdure zu einer Lésung eines
Leucin-Phenylalanin-Kopolymeren deren Viskositit beinahe auf Y,
herabsetzt, und Rreitenbach und Richter haben berichtet?, daf die Vis-
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kositat von Losungen von Polyphenylalanin in Toluol durch den Zusatz
von Alkoholen stark erniedrigt wird. Im Zuge einer kinetischen Unter-
suchung?® an Losungen von Polymeren und Kopolymeren von Asparagin-
sduremethylester wurde beobachtet, daBl die Viskositédt ihrer Losungen
in Toluol durch den Zusatz kleiner Mengen von Aminen in einem ganz
aulergewohnlichen Male herabgesetzt wird.

Die Viskositdt von Polypeptidlosungen in Benzol und Toluol ist
abnormal hoch; dies ist wahrscheinlich eine Folge der Assoziation der
Polymermolekiile zu gréfleren Komplexen und die Wirkung von Aminen
und anderen polaren Zusatzmitteln kann dann ungezwungen als eine
Aufldsung der Komplexe erklirt werden. Eine solche Auflésung der
Komplexe wird immer dann stattfinden, wenn die Affinitét des Zusatz-
mittels fiir die assoziierende Gruppe des Polypeptidmolekiils grofer ist
als die der assoziierenden Gruppe eines anderen Polypeptidmolekiils,
so dafBl die Assoziation der Polypeptidmolekiile untereinander im Wett-
bewerb steht mit der Assoziation von Polypeptidmolekiilen mit Molekiilen
des Zusatzmittels. Es erschien uns interessant, dies weiter zu verfolgen,
da die Hoffnung bestand, daBl sich daraus ein Beitrag zu unserer Kenntnis
der Krifte zwischen Polypeptidmolekiilen in Losung gewinnen lassen
wiirde. Sollten sich weiterhin Zusatzmittel finden lassen, die die Assoziation
zwischen den Polypeptidmolekiilen vollstindig auflosen, dann kdénnte
man erwarten, dall sich bei deren allmihlicher Zugabe die Viskositdt
der Losung erst auf den durch die einzelnen Polypeptidmolekiile bedingten
Wert herabsetzen lieBe und dann konstant bliebe ; sobald dieser konstante
Wert erreicht wire, sollte sich in der Losung eine bestimmte Mindest-
menge an Zusatzmittelmolekiilen auf je ein Polypeptidmolekiil befinden,
bei einfacher Endgruppenassoziation z. B. eines. Aus den bekannten
Gewichtskonzentrationen koénnte man das Molgewicht eines solchen
Polypeptids errechnen. Dieser voraussichtliche Beitrag zur Methodik
der Molgewichtsbestimmung von Polypeptiden erhdht den Wert einer
solchen Untersuchung ganz bedeutend.

2. Experimenteller Teil.

A. Stoffe. Zwei Proben von Kopolymeren aus DL-Leucin und DL-f-
Asparaginsduremethylester im Verhaltnis 3:1, mit Kennzeichen Y 118 B
bzw. 218 A, standen zur Verfiigung und eine Probe von Poly-pL-phenyl-
alanin, mit Kennzeichen 194 B. Die Viskositdtszahlen, bei einer Konzen-
tration von 0,5% in Dichloressigséure, waren 0,068 bzw. 0,037 l/g fir die
Kopolymeren und etwa 0,19 1/g fir das Polyphenylalanin; die letztere Zahl
lieB sich wegen der langsamen Zersetzung der Dichloressigséiurel6sungen
nicht mit gréBerer Genauigkeit bestimmen. Die Kopolymeren losten sich
glatt in Toluol, das Polyphenylalanin léste sich jedoch erst nach einiger
Zeit nach Kochen am RiuckfluBkiihler; nach der Abkiihlung ergab sich

s H. Tompa, Mh. Chem. 86 (1955), im Druck.
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hierbei eine klare Losung, aus der sich jedoch nach einigen Wochen beim
Stehen Spuren eines Gels abschieden.

Das Toluol, das als Losungsmittel diente, wurde vor Gebrauch destilliert.
Athylendiamin, Isopropylamin, Diisopropylamin, Dichloressigsiure, Trichlor-
essigsdure, Trifluoressigsdure, Ameisensiure und Benzonitril, die als Zusatz-
mittel verwendet wurden, wurden ebenfalls vor Gebrauch destilliert, falls
notwendig im Vakuum: Isopropylalkohol und n-Butylalkohol wurden ohne
weitere Behandlung verwendet.

Der Gehalt der Loésungen an Amin wurde durch Titration mit 0,01 n
Perchlorsiure in einemn Loésungsmittel aus 4 Teilen Toluol und 1 Teil Kis-

essig bestimmt4; als Indikator diente eine
(e 0,1%ige Losung von Methylviolett in Eis-
essig. Die Séureldsungen wurden mit ge-
stellter Natriumhydroxydlésung in wifri-
ger Losung in Zweiphasensystemen titriert.
B. Viskosimeter. Viskositidten wur-
! den in Viskosimetern nach Ubbelohde mit
hingender Kugelfldche® gemessen; die Vor-
ratsgefiBe waren erweitert,so daB Losun-
gen im Viskosimeter verdinnt werden
konnten®: es ist einer der Vorteile der
Ubbelohde-Viskosimster, daB die Messun-
gen vom Volumen der Fliissigkeit im Vis-
kosimeter unabhéingig sind, sofern natiir-
lich dieses ein gewisses Minimum iber-
steigt. In Verdlinnungsexperimenten wurde
Toluol in das Vorratsgefd pipettiert, Zu-
satzmittel wurden in der Form von Losun-
gen in Toluol aus Mikrobiiretten zuge-
geben. Nach jeder Zugabe wurde filtrierte
Luft langsam durch das Vorratsgefd ge-
blasen, um den Inhalt durchzumischen.
Abb. 1. Mikrobiirette nach Schwarz. Wie feStgeSteut wurde, ergibt sich hier-
aus kein Verlust selbst des fluchtigsten
Bestandteiles, des Isopropylamins.  Wo
notwendig, wurde die Hagenbach-Korrektur angebracht. Alle Viskosititen
wurden bei 25° C gemessen.

C. Mikrobiiretten. Hahnlose Mikrobiiretten von 1 em3 Kapazitit, im
wesentlichen nach Schwarz’, wurden verwendet. Wie Abb. 1 zeigt, besteht
der horizontale Teil der Blirette aus einer graduierten 1 cm®-Pipette; infolge
des kleinen Innendurchmessers bildet sich in ihr trotz der horizontalen Lage
ein sehr guter Meniskus aus. Die Spitze der Biirette befindet sich etwa
2 em liber dem Niveau des graduierten Teiles und ist in eine Kapillare von
solchem Durchmesser ausgezogen, daf, wenn sie einmal mit Flissigkeit
gefiillt ist, die Kapillardepression in ihr grofier ist als die Niveaudifferenz
zwischen ihr und dem graduierten Teil. Dies hat zur Folge, daB die Flissig-
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in die zu verwendende Flissigkeit eintaucht und am offenen Ende ansaugt;
die Flussigkeit wird durch sanftes Blasen in das freie Ende tropfenweise
abgegeben. Wenn die gewiinschte Menge Flussigkeit abgegeben worden
ist, wird mit dem Blasen aufgehdrt, ein etwaiger Fliissigkeitstropfen am Ende
der Spitze flieBt zurick, da die Spitze héher liegt als der horizontale Teil,
bis der Meniskus die Kapillare erreicht; die in der Biirette verbleibende
Flussigkeitsmenge kann dann genau und mit sehr guter Reproduzierbarkeit
abgelesen werden.

D. Bei der Messung wurden 25 cm?® in das Viskosimeter filtriert und
die Viskositét gemessen. In Verdimnungsexperimenten wurde Toluol in das
Viskosimeter pipettiert, nach guter Durchmischung wurde die Viskositét
wieder gemessen und dies so oft wie nétig wiederholt. In Zusatzexperimenten
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Abb. 2. Spezifische Viskosititen von Losungen von 2 g/l des Kopolymeren Y 118 B in Toluol
x bei Zusatz von Isopropylamin, -+ bei Zusatz von Benzonmitril, o bei Zusatz von Athylendiamin.

war es winschenswert, das Gesamtvolumen so wenig wie mdglich zu ver-
grdBern, soweit dies mit der genauen MeBbarkeit der Menge des zugegebenen
Zusatzmittels vereinbar war. Die Zusatzmittel wurden daher in Toluol zu
solchen Konzentrationen aufgelost, dafl die erwiinschte Gesamtmenge in
1 em? der entstandenen Losung enthalten war (bei den Alkoholen und dem
Benzonitril war das nicht notwendig). Diese Lisung wurde dann in Mengen
von 0,05 bis 0,2 cm3 der Polypeptidlosung zugesetzt, nach jedem Zusatz
die Losung wie beschrieben durchgemischt und die Viskositdt gemessen.

Die MeBresultate wurden fir den Fall der Verdimnungsexperimente als
Viskositétszahlen (7,,/c) gegen die Konzentration ¢ in g/l, fiir den Fall der
Zusatzexperimente als spezifische Viskositdt gegen die Xonzentration des
Zusatzmittels aufgetragen, wobei in diesem Falle die letztere bei den Alkoholen
und dem Benzonitril als em3/1 und den Sduren und Aminen als ,,Mikronormali-
tét* pn, das heiBt in Einheiten von 10-¢ Aquivalenten pro Liter, ausge-
driickt wurde.

3. MeBresultate.

Der EinfluB von Aminen auf die Viskositdt von Polypeptidlésungen
wurde zuerst bemerkt, als Athylendiamin zu Lésungen des Kopolymeren
Y 118 B hinzugefiigt wurde; Abb. 2 zeigt die spezifische Viskositét einer
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Losung mit 2 g Polypeptid im Liter als Funktion der Athylendiamin-
konzentration. Die Abbildung zeigt aulerdem die spezifische Viskositét
der gleichen Loésung, nachdem verschiedene Mengen einer 19 igen bzw.
0,1%igen Isopropylaminlosung zugesetzt worden sind. Der Punkt mit
der niedrigsten Isopropylaminkonzentration, 70un, entspricht einer
Losung, in der ein Aminmolekiil auf je 245 Aminosdurereste des Poly-
peptids kommt, und offensichtlich hat ein weiterer Zusatz des Amins
wenig Einflufl auller dem einer blofen Verdiinnung. Mit anderen Worten,
was immer der EinfluB der Aminmolekiile auf die Polypeptidmolekiile
sein mag, dieser HinfluB ist beendet, bevor ein Aminmolekiil auf

‘o w0 200 T

Abb. 3. Relative spezifische Vigkosititen von Losungen von 2 g/l des Xopolymeren 213 A in Toluol.

X bei Zusatz von Diisopropylamin, + bei Zusatz von Isopropylamin, ¢ bei Zusatz von Ameisen-

séure, A bei Zusatz von Dichlotessigsdure, ¥ bei Zusatz von Trichloressigsiure, (] bel Zusatz von
Trifluoressigsiure, berechnete Kurve.

245 Aminosidurereste kommt. Dies ist kaum anders zu erkliren, als
dal sich der EinfluB auf die Enden des Polypeptidmolekiils bezieht,
da sonst sehr schwer einzusehen ist, warum der Einflu8 bei einem so
niedrigen Wert des Verh#ltnisses Amin : Aminosiiurerest aufhort. Hier-
nach wire die hohe Viskositét der Losung auf Endassoziation der Poly-
peptidmolekiile zuriickzufiihren, die durch die Aminmolekiile gelost wird,
da das Polypeptidmolekiil das Aminmolekiil einem anderen Polypeptidmole-
kil als Assoziationspartner vorzieht. Dies ist mit dem Polymerisations-
grade, der sich aus der Viskositdtszahl in?/,9%iger Dichloressigsiurelgsung
zu einigen Hundert schétzen 1a6t, durchaus vertriglich.

Athylendiamin scheint fir die Auflssung der Assoziation weniger
wirksam zu sein als Isopropylamin; die Basizititen in wiBriger Losung
unterscheiden sich um einen Faktor sechs, und obwohl diese Zahl nicht
ohne weiteres auf Toluolldsungen iibertragbar ist, wird doch im allgemeinen
die in Wasser stérkere Base auch in Toluol die stirkere sein.
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Abb. 2 zeigt auch die Wirkung von Zusdtzen von Benzonitril; die
Konzentration ist in em?/l ausgedriickt, und da eine Ldsung von etwa
100 em?/1 mit Bezug auf Benzonitril normal ist, ist es klar, daBl der
EinfluB des Benzonitrils von einer ganz anderen Grofenordnung ist, als
der der Amine.

Die weiteren Versuche wurden mit dem Kopolymeren 213 A ausge-
fithrt. Abb. 3 zeigt die spezifische Viskositdt einer 2 g/l enthaltenden
Losung, relativ zu der der Anfangslosung, nachdem ihr verschiedene
Mengen von Isopropylamin und Diisopropylamin — zweier starker Basen
— und von Dichloressigsiure, Trichloressigsdure und Trifluoressigsiure —
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Abb. 4. Relative spezifische Viskositéit von Losungen von 10 g/l des Kopolymeren 213 A%in Toluol.

x bei Zusatz von Diisopropylamin, + bei Zusatz von Isopropylamin, ¢ bei Zusatz von Ameisenséure,

A bei Zusatz von Dichloressigsiure, ¥V bei Zusatz von Trichloressigsiure, (] bei Zusatz von Trifluor-
' essigséiure, berechnete Kurve.

Siuren zunehmender Aziditdt in wilriger Losung — zugesetzt worden
waren ; ein Punkt, der sich auf Ameisenséure bezieht, ist auch aufgetragen.
Der Einflu$ der beiden Amine ist am gréfiten und der Einflul der Sduren
nimmt mit abnehmender Aziditdt ab; insbesondere die Ameisensiure
hat wenig EinfluB im Vergleich mit den anderen Sduren, wiewohl die
Erniedrigung der Viskositdt von Polypeptidlosungen durch den Zusatz
polarer Reagenzien, wie schon erwihnt!, gerade am Falle der Ameisen-
sdure zuerst beobachtet worden ist.

Es wurde auch nach stiirkeren Siuren als Trifluoressigsiure gesucht,
die sich in Toluol lésen, aber es konnte keine gefunden werden ; die Sulfon-
siuren gehdren bekanntlich zu den stirksten Siuren, aber keine der
zur Verfiigung stehenden l6ste sich in Toluol, und da nichts iber die
Loslichkeit anderer Sulfonsduren in Toluol bekannt ist, wurden in dieser
Richtung keine weiteren Versuche unternommen.
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Abb. 4 zeigt das Hrgebnis dhnlicher Versuche an einer Ldésung mit
10 g Polypeptid im Liter; der Verlauf dieser Versuche ist denen der
Abb. 3 durchaus analog. Die Anfangsviskosititen dieser Losungen sind
nicht so gut reproduzierbar, wie man es gerne sehen wirde; dies ist,
wenigstens zum Teil, sicher auf die groBe Empfindlichkeit dieser Lésungen
gegeniiber Spuren von Zusitzen zuriickzufithren. Es wurde aber fest-
gestellt, daf die geringe Menge Wasser, die sich in Toluol auflost, auf
die Viskositdten keinen Einflufl hat. Spuren von Gel setzten sich von
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Abb. 5. Viskositétszahlen von Ldsungen des Kopolymeren 213 A in Toluol. x 2i3 A in Toluoi,

-+ mit geringem UberschuB von Trifluoressigsiiure, A mit geringem UhberschuB von Diisopropylamin,

© mit tausendfachem UberschuB von Diisopropylamin, ~-~--~ nach der Formel von Schulz und Sing
berechnete Linien, berechnete Kurve.

diesen Losungen nach lingerem Stehen ab, wiewohl viel weniger, als
beim Polyphenylalanin; die dadurch zum Awusdruck gebrachte geringe
Unstabilitdt der Lésung konnte auch fir die schlechte Reproduzierbarkeit
der Anfangsviskosititen verantwortlich sein.

Die Viskositdtszahlen dieser beiden Losungen sind sehr verschieden:
sie sind 0,52 bzw. 2,3 1/g. Diese aullergewthnlich groBe Abhingigkeit
der Viskositétszahl von der Konzentration erkldrt sich ganz natiirlich
durch die Annahme einer Endassoziation der Polypeptidmolekiile. Um
den Verlauf der ganzen Viskositétszahl-Konzentrationskurve aufzu-
nehmen, wurden mehrere Verdinnungsversuche durchgefiithrt. Abb. 5
zeigt die MeBwerte; sie sind das Ergebnis dreier Versuchsreiben. Die
innere Konsistenz jeder Reihe war zwar sehr gut, die Ubereinstimmung
zwischen den drei Reihen war jedoch nicht so gut. Die Abb. 5 zeigt
auBlerdem die Ergebnisse von Messungen an Lésungen, denen ein geringer
Uberschu an Trifluoressigsiiure bzw. an Diisopropylamin zugesetzt
und die dann mit Toluol verdiinnt worden sind. Alle diese MeBreihen
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lassen sich auf den gleichen Wert fiir die Konzentration Null extrapolieren ;
er betrigt 0,0521/g und dies mul} als die Grenzviskosititszahl dieses
Polymeren in Toluollésung betrachtet werden.

Um den Unterschied zwischen dem Verhalten dieser Losung und dem
einer Losung eines Vinylpolymeren besser zum Ausdruck zu bringen,
sind in Abb. 5 zwei Linien aufgetragen worden, die nach der Formel
von Schulz und Sing® mit k = 0,28 berechnet worden sind und die be-
kanntlich die Viskositdt von Polystyrollosungen sehr gut wiedergeben.
Ferner zeigt die Abbildung Daten, die bei der Verdimnung einer Losung
gewonnen worden sind, der zuerst ein tausendfacher UberschuB an
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Abb. 6. Relative spezifische Viskosititen von Ldsungen von 10 g/l des Kopolymeren 213 A in Toluol.
x Dbei Zusatz von Isopropylalkohel, + bei Zusatz von n-Butylalkohol, O bel Zusaiz von Benzonitril.

Diisopropylamin zugesetzt worden ist; Extrapolation dieser Werte auf
die unendlich verdiinnte Lésung ergibt nicht denselben Wert wie Extra-
polation der fritheren Werte. Entweder ist die zugesetzte Aminmenge
groB genug, um das Losungsmittel merklich zu modifizieren, oder das
Amin hat einen Einflufl auf die Gestalt des Polypeptidmolekiils in der
Liosung, indem es etwa Wasserstoffbriicken lost; jedenfalls zeigen diese
Punkte, daB, wenn die letzten Spuren einer Assoziation verschwunden
sind, die Viskosititszahl bis zu einer Konzentration von mindestens
1 g/l von der Konzentration unabhingig ist.

Als weitere Zusatzmittel wurden Benzonitril, Isopropylalkobol und
n-Butylalkohol verwendet, polare Substanzen mit erheblichem Dipol-
moment, aber ohne stark ausgeprigtem sauerem oder basischem Charak-
ter. Abb. 6 zeigt die Versuchsergebnisse an einer Losung mit 10 g des
Kopolymeren 213 A im Liter. Die obigen Bemerkungen iiber den Einfluff

8 @, V. Schulz und G. Sing, J. prakt. Chem. 161, 161 (1943).
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des Benzonitrils auf Losungen des Kopolymeren Y 118 B sind auch hier
anwendbar; offensichtlich wirken die Alkohole stirker als das Nitril.

Sowohl Alkohole als auch Benzonitril sind Fallungsmittel fir Poly-
peptide und es ist bekannt, dall der Zusatz eines Fillungsmittels die
Viskositédt einer Polymerlosung erniedrigt; dies hingt mit der stérkeren
Zusammenknévelung des Polymermolekiils beim Zusatz des Fallungs-
mittels zusammen, die ihrerseits dadurch verursacht wird, dafl die
Kontakte zwischen Polymeren und Losungsmittel energetisch ungtinstiger
werden. Die hier beschriebene Erniedrigung der Viskositdt ist jedoch
viel zu grof}, um dadurch erklirt werden zu kénnen.

g 50 w /A

Abb. 7. Dieclektrizitdtskonstanten von Ldsungen von x Isopropylalkohol in Toluol, + n-Butyl-
alkohol in Toluol.

Es kénnte auch vermutet werden, daf die Wirkung der letztgenannten
Substanzen darauf zuriickzufiihren ist, daB sie den Assoziationsgrad durch
ihren EinfluB auf die Dielektrizitdtskonstante verdndern. Die Dielektrizitéits-
konstante von Losungen der Alkohole in Toluol wurde daher nach einer
angenéherten, aber fiir unsere Zwecke hinreichend genauen Methode gemessen :
es wurde aus zwei Messingzylindern von 100 mm Lénge und 60 bzw. 65 mm
Durcbhmesser ein Zylinderkondensator gebaut, seine Kapazitdt sowohl in
Luft als auch mit der zu messenden Flussigkeit gefiillt, gemessen und daraus
die Dielektrizitdtskonstante gerechnet. Die erhaltenen Werte sind in der
Abb. 7 aufgetragen und zeigen, daB die Anderungen der Dielektrizitits-
konstante im verwendeten Konzentrationsbereiche sehr klein sind und fir
die beobachtete Erniedrigung der Viskositiit kaum verantwortlich gemacht
werden kénnen. Es erscheint daher wahrscheinlich, daBi die Wirkung der
Alkohole und des Nitrils auf ihre schwach saure bzw. basische Natur zuriick-
zufiihren ist und daf ihre gegeniiber den Aminen und Sduren viel geringere
Wirksamlkeit ein Mal} ihrer viel schwicher basischen bzw. saueren Natur ist.

Ahnliche Versuche wurden an Lésungen von Polyphenylalanin 194 B
in Toluol durchgefiihrt. Schon frither war erwihnt worden, dafB dieses
sich in kaltem Toluol nicht 1éste und daB aus den in heiBem Toluol dar-
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gestellten Losungen sich bei lingerem Stehen etwas Gel abscheidet und
die Viskositdt sich langsam erniedrigt. Angesichts seiner grofien
Viskositdtszahl in 1/,%iger Dichloressigsiurelosung erschien es aber
trotzdem der Miihe wert, dieses Polypeptid zu untersuchen. Infolge des
langsamen Absinkens der Viskositdt der Vorratslosungen konnen die
verschiedenen Versuchsreihen nur relativ miteinander verglichen werden,
aber die innere Konsistenz jeder einzelnen Versuchsreihe war sehr gut.

Die FErgebnisse von Zusatzexperimenten an einer Losung mit 2 g/l
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Abb. 8. Relative spezifische Viskosititen von Lésungen von 2 g/l Polyphenylalanin in Toluol.
X bei Zusatz von Diisopropylamin, - bei Zusatz von Isopropylamin, ¢ bei Zusatz von Ameisen-
siure, A bei Zusatz von Dichloressigsiure, berechnete Kurve.

sind in Abb. 8 dargestellt; die Ergebnisse von #hnlichen Messungen an
einer Losung mit 3,1251/g verlaufen ganz analog. Abb. 9 zeigt die
Ergebnisse von Verdiinnungsexperimenten an drei verschiedenen Losun-
gen. Der Einflul von Zusatzmitteln ist hier weniger ausgepragt als beim
Kopolymeren, wihrend die Konzentrationsabhingigkeit der Viskositéts-
zahl viel groBer ist. Auch ist die Viskositéitszahl- Konzentrationslinie hier
stark gekriimmt, wihrend sie beim Kopolymeren fast gerade war. Abb. 9
zeigt auch die Mefresultate fiir eine Losung, der vor der Verdiinnung
ein geringer UberschuBl an Diisopropylamin und fiir eine andere, der
ein fast tausendfacher Uberschufl zugesetzt worden war. Wiederum
lassen sich die ersteren Hrgebnisse auf denselben Wert bei unendlicher
Verdiinnung extrapolieren wie bei den reinen Polypeptidlésungen, nim-
lich 0,20 1/g, obwohl die Extrapolation etwas unsicher ist, wihrend die
letzteren Ergebnisse zu einer hoheren Grenzviskositdtszahl fiihren.
Die Grenzviskositétszahl von 0,20 1/g ist etwa viermal so grofl wie die
des Kopolymeren 213 A; das Verhiltnis der Viskositétszahlen in Dichlor-
essigsdure ist mindestens sieben in 1/,%iger Losung. Die Konzentrations-
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abhingigkeit der Viskositdtszahl in Dichloressigsiure wurde sowohl
fir 213 A wie fiir 194 B aufgenommen; fiir das erstere ist sie sehr klein,
wahrend sie sich fiir das letztere wegen der langsamen Zersetzung des
Polyphenylalanins in der Sdure nur ungenau bestimmen 148t. In beiden
Fillen gehorcht sie ungefdhr der Formel von Schulz und Sing, zeigt also
keine der ungewohnlichen Erscheinungen, die sich in Toluolldsung be-
obachten lassen.
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Abb. 9. Viskosititszahlen von Lésungen von Po@_yphenylalanin in Toluol in zwei verschiedenen
Ma@stdben. x 194 B in_ Toluol, A mit geringem Uberschuff von Diisopropylamin, O mit taunsend-
fachem UberschuB von Diisopropylamin, berechnete Kurve.

4. Diskussion.

Der experimentelle Befund weist auf das Bestehen von Endassoziation
hin. Es ist moglich, die Viskositdt einer Ldsung derart assoziierender
Molekille zu berechnen, wenn man die folgenden Annahmen macht:
Die Assoziation gehorcht den wblichen Gesetzen von Assoziationsgleich-
gewichten und jeder assoziierte Komplex trigt entsprechend seiner
Kettenlinge zur Viskositét bei; eine etwaige Strukturviskositit wird
vernachlissigt (dies kann ernste Fehler verursachen).

Das Polypeptid sei von einheitlicher Kettenlinge » und sein Volums-
bruch sei ¢. Ferner sei ¢; der Volumsbruch von Molekiillen, die durch
die Assoziation von 4 urspriinglichen Molekiilen entstanden sind und
daher die Kettenlinge ¢ r haben; wir nennen solche Molekiile i-Komplexe
und bezeichnen sie mit P; und ihre Aktivitit mit ¢,, Wir nehmen an,
dal Gleichgewichte von der Art

P+ Py =P,y (1)
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bestehen, und. bezeichnen die Gleichgewichtskonstante, die wir als von
der Kettenlinge unabhingig annehmen, mit K/e. Dann gilt

@iy _ K

G/i‘aj o e’ (2)
Wir verwenden fir a; den sich aus der erweiterten Flory-Hugginsschen
Theorie der Polymerlosungen ergebenden Ausdruck

e, =Ing +1—i 3 4irp(—gpe (3)
=1
Wir erhalten durch Einsetzen von (3) in (2)
Pivi =K @; (4)
und inshesondere mit j =1
Pi1 =Ko s (5)
woraus sich
@ =g (Kg) 1 (6)
ergibt. Wir erhalten g, aus
oo
2pi=9 (7)
i=1
7u
4
=11 Ke (8)
und daher ist
1 Ko Vi
P =% (m) )

Die so erhaltene Verteilung der Kettenlingen hat eine gewisse Ahn-
lichkeit mit der, die sich aus der Kinetik von Kondensationspolymeri-
sationen oder, unter bestimmten Bedingungen, von Vinylpolymerisationen
ergibt; doch unterscheidet sie sich von ihnen dadurch, daB bei den letzteren
die Frequenzverteilung eine geometrische Reihe bildet, wihrend es hier
die Volumsverteilung (oder Gewichtsverteilung) tut. Bemerkenswerter-
weise wire, wenn wir den EinfluB der Aktivititskoeffizienten, die sich
aus der Flory-Hugginsschen Theorie ergeben, vernachlissigt hitten,
der Ausdruck fiir die Konzentration der :-Komplexe viel komplizierter
geworden als nach Gl. (9).

Wir nehmen an, daB die Grenzviskositdtszahl der -Komplexe durch
s =Z1 (10)

gegeben sei, das heilt, wir nehmen die Giiltigkeit des Staudingerschen
Gesetzes an; wir nehmen ferner, wie iiblich, an, daB die spezifische Vis-

» C. H. Bamford und M. J. S. Dewar, Proc. Roy. Soc. London, Ser. A 192,
329 (1948).
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kositdt einer Losung eines heterogenen Polymergemisches der Summe
der spezifischen Viskosititen der Komponenten gleich sei (vgl. z. B.  19),
Dann erhalten wir

e _ 2 nl _ Tonk

< 5 11
c 2 2o (1)
Einsetzen von [%]; aus (10) und von ¢, aus (9) ergibt

_’lzﬂzza + K g). (12)

Wenn wir dies als die Viskosititszahl der Polypeptidlésung betrachten,
dann miissen wir eine lineare Abhéngigkeit von #,, von der Konzentration
erwarten. In verdiinnten Losungen frifft dies auch fiir beide Polypeptide
zu, aber Abweichungen treten beim Polyphenylalanin schon bei geringen
Konzentrationen auf. Man muB daher die Konzentrationsabhingigkeit
der Viskositétszahl beriicksichtigen. Hierfiir sind viele Gleichungen vor-
geschlagen worden; die vielleicht am haufigsten beniitzte ist die von
Huggins vorgeschlagene®!

2 — ) - [P, (13)

die eine lineare Abhangigkeit der Viskositdtszahl von der Konzentration
gibt. Mit Hilfe dieser Gleichung haben Boyer und Spencer'® die folgende
Gleichung fiir die Viskosititszahl einer Losung eines heterogenen Polymer-
gemisches abgeleitet:

Nsp. 2 e [nl; Y 2(%[7£CA

= ; : 14
¢ 2P Ppage (14)

Dies ergibt fur unseren Fall
170“’ =Z{1+Kp)+kFZ214+Ke)(l1 +2Kg¢)c. (15)

Werte fiir Z ergeben sich fiir die beiden Polypeptide aus Abb. 5
bzw. 9; Werte fir &’ sollten aus den Linien fiir Lésungen mit iiberschiissi-
gem Diisopropylamin erhalten werden, ergeben sich aber nicht sicher
genug, insbesondere da die Neigung der Linien von der Diisopropyl-
aminkonzentration abhiéngt. Werte fiir K lassen sich so wahlen, daf
die Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten moglichst gut
wird, aber kein Wert fiir K gibt quantitative Ubereinstimmung im
ganzen Konzentrationsbereiche; es erscheint am ratsamsten, K so zu
wihlen, daB die Ubereinstimmung im Bereiche der verdiinnten Losungen
so gut wie moglich wird, da die Hugginssche Gl. (13), wie jede andere
vorgeschlagene Gleichung, rein empirischer Natur ist und man nicht er-
warten kann, dafl sie fir konzentriertere Losungen giiltig ist.

10 RS Spencer und R.F. Boyer, Polymer Bull. 1, 129 (1945).

1 M. L. Huggins, J. Amer. Chem. Soc. 64, 2716 (1942).
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Kurven, die mit K = 5600 bzw. 3300 berechnet worden sind, sind in
Abb. 5 und 9 voll ausgezogen; die vom zweiten Glied in GL (15) her-
rihrende Abweichung von der geraden Linje ist offenbar klein — wenn
auch nicht vernachlissighar — bis zu etwa ¢ = 10 g/l fiir das Kopolymere,
macht sich aber fiir das Polyphenylalanin schon bei viel niedrigeren
Konzentrationen bemerkbar.

Die Staudingersche GI. (10) wurde in erster Linie wegen ihrer mathe-
matischen Einfachheit verwendet; bei Verwendung der allgemeineren Mark-
Houwinkschen Gleichung mit einem Exponenten, der kleiner als eins ist,
ergeben sich Viskositéitszahl-Konzentrationskurven, die auch ohne Berlick-
sichtigung des zweiten Gliedes von Gl. (15) gekriimmt sind, und der Beitrag
dieses zweiten Gliedes macht sich schon bei viel geringeren Konzentrationen
bemerkbar. Wir werden auch im folgenden Gl. (10) verwenden, aber dieser
Punkt bedarf noch weiterer Aufklérung.

Die bei der Zugabe von Zusatzstoifen obwaltenden Verhiltnisse
lassen sich dhnlich behandeln. Wir betrachten auBer Assoziationsgleich-
gewichten zwischen Polypeptidmolekiilen auch Gleichgewichte zwischen
Molekiilen des Zusatzmittels R, i-Komplexen P, und einer Assoziation
von R und P,, die wir mit R P; bezeichnen:

P, - BR=RP, (16)

Wir bezeichnen den Volumsbruch dieser Komplexe B P; mit g; und den
der freien Molekile R mit g, Die Gleichgewichtskonstante fiir (16)
sei K/e; wir schreiben den Molekiilen R die Kettenlinge eins, denen der
Komplexe R P, die Kettenlinge ir -~ 1 zu und nehmen an, dal} die
Hugginssche Wechselwirkungskonstante zwischen Polypeptidsegmenten
bzw. Zusatzmittelmolekiilen und den Losungsmittelmolekiilen unabhéngig
davon ist, in welchem Komplex sich die ersteren befinden. Dann erglbt
sich, analog zur Ableitung von Gl. (4),

0; = K Qo Pi- (17)

Fiir die Volumsbriiche ¢, gilt noch immer Gl. (6) und g, und ¢, lassen
sich aus Gl. (18) und (19) berechnen:

Z(‘Pz +0) = @ (18)
G0 T 2 (19)
i1=1

Gl. (19) bringt zum Ausdruck, daB die Gesamtmenge des Zusatzmittels
in der Losung gleich ist der anfangs zugegebenen g, wobei ¢ als der
Volumsbruch einer #quivalenten Menge R P ausgedriickt ist, so dafl ¢
gleich ¢ ist, wenn Polypeptid und Zusatzmittel in dquivalenten Mengen
vorhanden sind. '

Monatshefte fiir Chemie, Bd. 86/3. 24
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Wir nehmen an, dafl die Grenzviskositidtszahl sowohl von P; als auch
von B P, durch Gl (10) gegeben sei, und erhalten wie zuvor
Z

b= %5, (20)

Wir bezeichnen [5]/Z mit { und eliminieren g, aus GI. (18) und (19)

unter Zuhilfenahme von Gl. {6) und (17); aus der so erhaltenen Gleichung
und Gl. (20) eliminieren wir ¢, und erhalten

ey o, 1 1)

mé+ KK Ko (—1

e

N

a7

7 007

72
g 7 Z ey

Abb. 10. Berechnete Kurven von { gegen 9/¢ mit K = 2000, ¢ = 0,002 und den angegebenen Werten
von K7/K.

TUm iiber den Verlauf der durch Gl (21) gegebenen Beziehung einen
Uberblick zu bekommen, haben wir in Abb. 10 { gegen /g fiir
K =2000, p = 0,002 und K r/K = 0,01, 0,1, bzw. 1 aufgetragen. Der
allgemeine Verlauf dieser Kurven ist ganz analog dem Verlaufe derer,
die die Viskositétszahl in Abhéngigkeit von der Zusatzmittelkonzentration

wiedergeben. Fiir grole Werte von K, oder genauer: wenn K r/IE gegen
In { vernachlissigt werden kann, streben die berechneten Kurven einer

Grenzlage zu, die sich von der fiir K /K = 0,01 nur sehr wenig unter-
scheidet.

Es wire mathematisch viel zu umsténdlich, die obige Behandiung
auf den Fall der Konzentrationsabhingigkeit der Viskositéitszah! der
einfachen Polypeptidmolekiile auszudehnen, und es erscheint am besten,
den Vergleich mit den experimentellen Daten auf den Giltigkeitsbereich
der Gl. (12) zu beschrinken. Wenn Gl. (21} auf Kurven wie die der
Abb. 3 angewendet werden soll, ist ¢ gegeben und K von Verdiinnungs-
experimenten her bekannt; { ist dann eine Funktion von g/¢ und von
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K r/K; wenn aber In{ viel groBer ist als K r/K, nur von g/p. Es muB
dann der entsprechende MaBstab fiir g/¢ so gewihlt werden, dafi die
theoretischen -und experimentelien Kurven tibereinstimmen; da Poly-
peptid - und Zusatzmittel in dquimolekularen Mengen vorhanden sind,
wenn g/p gleich eins ist und @ gegeben ist, 146t sich so die Kettenlinge
des Polypeptids erhalten. Mit dem so erhaltenen Werte von r lassen
sich bei geeigneter Wahl von K auch Kurven an die anderen experimen-
tellen Punkte anpassen.

Diese Uberlegungen wurden auf die Kurven der Abb.3 fiir das
Kopolymere 213 A angewendet. Es ergibt sich jedoch, dafl die Kurven
fiir die Amine, die am stirksten wirksam sind, einem Grenzwerte zu-
streben, der grofler ist als der aus Abb. 5 ablesbare.

Hiertiir kénnen zwei Griinde maBgebend sein. Entweder ist méglicher-
weise die Viskositdtszahl der einfachen Polypeptidmolekile doch konzen-
trationsabhiingig, oder wir haben es hier mit zwei Arten von Assoziation
zu tun, von denen nur die eine durch die hier verwendeten Zusatzmittel
aufgelost wird. Wenn z. B. Assoziation sowohl einerseits durch eine
Séure-Basen-Reaktion als auch anderseits durch Wasserstoffbriicken-
bildung verursacht wird, wiirde durch die verwendeten Siuren und Basen
nur die erstere gelost werden. Die Gleichgewichtskonstante, die dieser
Assoziation entspricht, konnte dann aus dem Verhiltnis der Viskositats-
zahlen zu Anfang und am Ende berechnet werden, und ist natiirlich
kleiner als der Wert von K, der sich aus den Verdinnungsversuchen
ergibt. Wir kénnen in jedem Falle einen Wert von K verwenden, der
die groBere der beobachteten Grenzviskosititen ergibt; dann finden
wir, daBl die mit K r/K = 0,1 berechnete und in Abb. 3 voll ausgezogene
Kurve sich den experimentellen Punkten fir die Amine als Zusatzmittel
sehr gut anpaBt. Der Wert von K r/K ist allerdings nur sehr angenihert,
da, solange er <1 ist, die Kurven gegeniiber dem genauen Wert nicht
empfindlich sind, wie es aus Abb. 10 klar wird. Wir erhalten so p/p =1
bei 33 x 10-% Aquivalenten Amine pro Liter, so daf das Molgewicht
des Polymeren sich zu 60000 und die Kettenlinge sich zu etwa 500
ergibt. Diese Zahl ist in guter Ubereinstimmung mit Werten zwischen
55000 und 62000, die sich aus potentiometrischer Titration der Amin-
endgruppen des Polypeptids ergeben; hierzu wurde eine 5%ige Losung
in Metakresol -+ 109, Wasser mit 0,02 n HCl in n-Butylalkohol titriert.
Allerdings miiite diese letztere Methode griindlicher untersucht werden,
bevor man diese Zahlen als endgiiltig ansehen kann; doch ist die Uber-
einstimmung der gefundenen Molgewichte zufriedenstellend.

Kurven mit K 9~/]_{ =3,5 bzw. 42 sind auch in Abb. 3 eingezeichnet
und passen sich, wie ersichtlich, den experimentellen Punkten gut an;
24%
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doch ist es zweifelhaft, ob diese Werte von K /K mehr als qualitative
Bedeutung haben.

Das gleiche Verfahren wurde auch auf die in Abb. 4 wiedergegebenen
Daten angewendet. Doch mit Riicksicht auf die héhere Polymerkonzen-
tration und die zusitzlichen Annahmen iiber den Wert von X ist es
nicht erstaunlich, daB keine vollstindige Ubereinstimmung mit den
aus der Abb. 3 gewonnenen Zahlen erhalten werden kann: das Molgewicht
ergibt sich zu 77000, die Kettenldnge zu etwa 650.

Mit Ritcksicht auf die viel gréfere Konzentrationsabhingigkeit der
Viskositédtszahl der Polyphenylalaninlésungen miifiten Versuche, um
vergleichbare Genauigkeit zu bekommen, bei niedrigerer Konzentration
gemacht werden, als fiir das Kopolymere. Jedoch nimmt die experimentelle
Genauigkeit der Messungen der spezifischen Viskositdt mit der Konzen-
tration stark ab und die Versuche wurden deshalb ebenfalls bei 2 g/l
ausgefithrt. Die voll ausgezogene Kurve der Abb.8 wurde mit

K r/K = 0,5 errechnet und ergab o/p =1 fir 1 x 10-5 Aquivalente
Amin pro Liter, entsprechend einem Molgewicht von 200000 und einer
Kettenlinge von 1350. Diese Zahlen miissen als angenihert betrachtet
werden, besonders mit Riicksicht auf die frither erwihnte Unbesténdig-
keit der Vorratslosung.

5. Die Natur der Assoziation.

Mit Hilfe der Leuchs-Reaktion hergestellte Polypeptide!? enthalten,
falls keine storenden Seitenreaktionen auftreten, an einem Ende des
Molekiils eine Amingruppe, aber die andere Endgruppe hingt von der
Art des Initiators ab. Die in dieser Untersuchung verwendeten Poly-
peptide waren ohne Zusatz von Initiatoren hergestellt worden, so dafB
angenommen werden mufl, dafl Wasser als Initiator diente, und daher
die fiir Karbonséuren charakteristische Karboxylgruppe die entsprechende
Endgruppe des Polypeptidmolekiils ist. Es ist daher naheliegend, die
Endassoziation der Polypeptidmolekiile auf eine Siure-Basen-Reaktion
zuriickzufithren. Dies wirde auch erkliren, warum gerade Amine und
Séuren so wirksam sind, die Assoziation aufzuheben. Einige Versuche,
die darauf abzielten, diesen Punkt aufzukliren, ergaben leider keine
entscheidenden Ergebnisse.

Wenn die Aminendgruppe des Molekiils entfernt werden konnte,
wire Assoziation infolge einer Siure-Basen-Realktion unmoglich, Proben,
sowohl von 213 A als auch von 194 B, wurden acetyliert unter Bedin-
gungen, die als besonders wirksam gelten; Losungen dieser Substanzen
zeigten eine verminderte Konzentrationsabhingigkeit der Viskosititszahl

12 W. E. Hanby, S. Q. Waley und J. Watson, J. Chem. Soc. London 1950,
3009.
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und einen verringerten Einfluf} von Diisopropylaminzusatz. Aber quanti- .
tative Schliisse konnen daraus nicht gezogen werden, solange keine
Methode zur genauen Bestimmung des Acetylierungsgrades zur Ver-
figung steht. Versuche, die verbleibenden Amingruppen nach der
frither erwdhnten Methode zu titrieren, ergaben fiir das Kopolymere
sehr ungenaue Resultate, die zwischen 50 und 809, Acetylierung
schwankten; fiir das Polyphenylalanin fand sieh kein entsprechendes
Losungsmittel.

Die saure Endgruppe kann durch Verwendung eines entsprechenden
Initiators eliminiert werden; aber ein zu diesem Zweck mit Phenylalanin-
dimethylamid initiiertes Polypeptid war in Toluol nicht loslich.

Weitere Versuche wurden zur Priifung folgender Uberlegung durch-
gefithrt. Wirde die Viskositit einer Losung durch den Zusatz, z. B.
eines Amins, herabgesetzt, so konnte ein darauf folgender Sdurezusatz
die Bildung, wenn auch nicht von Salzen, so doch von Siure-Amin-
komplexen zur Felge haben, die durch die Beanspruchung von Amin-
molekiilen den Polypeptidmolekiilen die Moglichkeit geben, neuerdings
zu assoziieren, wodurch die Viskositit wieder erhoht werden sollte.
Wenn jedoch einer Losung des Kopolymeren Isopropylamin zugesetzt
wurde, bis die endgiiltige Viskositdt erreicht war, und dann Di- oder
Trichloressigsdure, dann zeigte sich nicht nur keine Zunahme, sondern
sogar eine geringe Abnahme der Viskositit. Weiterhin sollte man, wenn
Diisopropylamin und Trichloressigsiure in 4quivalenten Mengen zugleich
als Losungen in Toluol zugesetzt werden, erwarten, dafl infolge von
Komplexbildung zwischen der Séure und der Base die Mischung weniger
wirksam sei, als die Siure oder die Base allein; es mufl jedoch im Auge
behalten werden, daB iiber den Zustand solcher Molekiile in aprotischen
Losungsmitteln mit geringer Dielektrizitiatskonstanten, wie Toluol, sehr
wenig bekannt ist. Eine Reihe solcher Versuche wurde durchgefiithrt
und es ergab sich immer, daB die Wirkung des Gemisches der des Amins
allein gleich ist. Es ergibt sich also keine Abnahme des Effektes durch
die Siure, aber anderseits ist der Effekt kleiner; als wenn die Sdure und
das Amin unabhingig voneinander wirken wiirden. Es 1ift sich daher
nach keiner Richtung ein entscheidender SchluB ziehen.

Ferner muBl in Betracht gezogen werden, daB Assoziation durch
Wasserstoffbriickenbildung vorliegen kann. Es ist bekannt, daB bei
Polypeptiden, die sich, wie hier, in der «-Konfiguration befinden, einige
der endstindigen Wasserstoffbriicken nicht intramolekular gebildet werden
konnen und ein gewisser Bruchteil der Substanz in der -Konfiguration
vorliegt?. Dies kann zu einer Endassoziation durch Wasserstoffbriicken-
bildung filhren. Wenn es bestitigt werden koénnte, dall Acetylierung
fast alle Aminendgruppen beseitigt, dann konnte die Geringfiigigkeit
des Unterschiedes im Verhalten von acetylierten und nichtacetylierten
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Polypeptiden auf das Vorhandensein von Endassoziation durch Wasser-
stoffbriicken zurickgefiihrt werden. Der Unterschied zwischen der
Grenzviskositdtszahl und dem endgilltigen Werte der Viskositdtszahl
beim Zusatz von Amin kénnte auch durch die gleiche Ursache bedingt
sein. Die Aufklirung dieser Punkte bedarf weiterer experimenteller Arbeit.

Ich bin Herrn Dr. €. H. Bamford fiir aufschlufireiche Diskussionen
und. Anregungen, ¥rau Dr. D. M. Yates, Herrn W. E. Hanby und Herrn
Dr. F. J. Weymouth fir die praparative und andere organische Arbeit und
Herrn Dr. Ph. Grof} fur den Hinweis auf die Schwarzsche Mikrobiirette
zu Dank verpflichtet. Die Viskositdtsmessungen wurden von meiner
Assistentin, Frl. M. Downie, ausgefiithrt, der auch hier hierfir gedankt sei.



