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Zusammentassung—Die Hydroxylionen katalysierte Hydrolyse von p-Nitroacetanilid und p-Nitroacetanilid-1-d;
wurde zwischen py 115 und 13-5 bei 30°C untersucht. Die Grisse des sekundidren [sotopieeffektes in der komplexen
Geschwindigkeitskonstante K,.., dndert sich mit der Hydroxylionenkonzentration. Der inverse Isotopiceffekt bei
grossen Hydroxylionenkonzentrationen Ykyoe/“Kyarr = 0-87 £ 0-05 und der bei verminderten Hydroxylionenkonzen-
trationen "Kyor/“Kyorr = 1'08 = 0-04 werden auf der Basis einer Anderung des geschwindigkeitstimmenden Schrittes
diskutiert.

Abstract—The OH -catalysed hydrolysis of p-nitroacetanilide and p-nitroacetanilide-1-d; has been studied between
pw 11-5and 13-5a1 30°. The value of the secundary isotope effect is changed with respect tothe OH -concentration. The
inverse isotope effects at high OH -concentrations ("Ky,n/"Kuorr = 0-87 £ 0-05) and the opposite effects in the lower

OH’ -concentration ranges "k, /"kuar = 1-08 = 0-04) are discussed on the basis of change in the rate limiting step.

Die durch Hydroxylionen katalysierte Spaltung von
Acelaniliden ist eine im Mechanismus weitgehend
aufgeklarte Reaktion eines Amides.

Eingehende Untersuchungen liber den Einfluss ver-
schiedener Ringsubstituenten'™ als auch die Veridnderung
des  Acylrestes™  sowie die  Variation des
Losungsmittels™" fuhrten zur Formulierung des folgen-
den Hydrolysemechanismus.

|O| H
I x l

jol

niedriger und hoher OH -Konzentrationen (relativ zu k)
vereinfachen lisst.?'

_ky(k; + ks x OH®)OH®

kkmr = ki + k2+k3 X OH(‘.‘) (I)

Die als Modellsubstrat fiirr Proteasen vielfach verwende-

ten p-Nitroanilide'”*** verhalten sich bei der

OH® + R- C ~N-Ar == R-C -N®-Ar

1 2
IOl H 101 H
| I
OH® + R-C ~N-Ar :m‘ R-C-N-Ar —+ R-COOH + NH,~Ar
-1
|
1 OH 3 4
K(OH™)
I
161° 1
|/

K‘ = kg[k.‘;

!

.
R-C-N-Ar —= R-COO® + “NH-Ar

101° s 6

Das Anilid 1 wird im basischen Milieu in einer
reversiblen Nebenreaktion unter Bildung eines unreakti-
ven lons™* deprotoniert; dieses Gleichgewicht wird durch
die Konstante K, beschrieben.

Der Bildung des Monoanions 3 des durch die OH -
Addition an die Carbonylgruppe entstandenen tetraed-
rischen Zwischenproduktes 3 ist bei hohen OH -
Konzentrationen die Dissoziation in ein Dianion §
iiberlagert. Der Zerfall der beiden anionischen Interme-

Hydrolyse 1. Ordnung (in Bezug auf die OH -Ionen) wie
andere Anilide, wiahrend der spontane Zerfall des
Dianions anomal verlduft, Um ndheren Einblick in die
Geometrie der Ubergangszustinde beider Hydrolysewege
zu erhalten, haben wir die OH —Katalyse von CH;-CO-
NH-Ar-NO,; mit der der deuterierten Verbindung CDs~
CO-NH-Ar-NO; verglichen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

diate  filhrt  diiber  voneinander  verschiedene In Tabelle 1 sind die Geschwindigkeitskonstanten und
Ubergangszustinde letztlich zu identischen Reaktions- die Isotopieeffekte "k/°k bei verschiedenen OH -
produkten, Konzentrationen aufgefihrt.

Unter der Voraussetzung k, = kiK gilt das kinetische
Modell in Gleichung, (I)° das sich in den Grenzbereichen

. Bei Auftragung von log ki gegen log (OH™) wird in
Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Pollack und
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Tabelle 1.
(OH LM MK peon, S€C 7" R PK peos» $€C R " rores S€C PKeorr 5€C ' MK orr Kiore
522x 107" 1-33x£001x10° 7 1-46x0-01x 107 7 195+0-04x107 2-15+004x10° 091004
2110 9632001107t 9 1:09x0-01x 10 9 116x001x 107 131+0:01x107° 0-89x0-02
146x 107" 4-86+0-06x 107* 7 4-88x0-03x10°* 7 550x006x10™* §5:52+0-06%x107* 100x0-03
10Ix107" 312200110 8 330x01x107* 8 341£002x107* 350=0-12x10™*  097+0:02
7-35% 1077 2:02x0-03x107* 8§ 1:96x0-01x107* 7 216x002x 107 2-0920:01%x107* 1032002
385x1077 595+021x 10 8§ 587x032x10°° 7 6162022x10°° 6-0820-17x 107  1-01£0-02
1-00%x107* 398+£0-01x107° 10 3-69+0:02x107° 12 402+0-02x10°° 3-72=0-02x107°  1-08+0-02
S22x107 131x0:02x107 10 121=0-02x 107 10 132x002x 107 [-22+002x10°*  1-08+0-03
R = Anzahl der Reproduktionen.
Kkorr = Kneos 1 + KJ(OH ).
K. = 0906 +0-05.
pK, = 13-88 bei 30°C.
Bender' bei py>13 ein Anstieg von 1 und unterhalb
dieser Hydroxylionenkonzentration ein Anstieg von 2
gefunden (Abb. 1).
Pollack und Dumsha” konnten zeigen, dass dieser 1o -
Anstieg von 2 unterhalb py 11-5 wieder in einen Anstieg I
von 1 iibergeht. Nach Gleichung (I) muss gelten: fiir einen
Anstieg von 1 iiber pul3; ko =k X (OH"); fiir einen
Anstieg von 1 unter pull-5; kuor = Ky X k2 X (OH™); und fiir o ¥ I T
einen Anstieg von 2 zwischen py 11-5 und 13 Kyor = N I !
KixKxKix (OHY =K, X k{(OHY. ¥ oo = :
Die beobachteten, deutlich differenzierten Isotopieef- -
fekte lassen sich niherungsweise den 3 geschwindigkeits-
bestimmenden Schritten zuordnen (Abb. 2), wobei k als T
geschwindigkeitsbestimmender Schritt nur im Uber-
gangsbereich beobachtet wird. os0 |-
Fiir die einzelnen Schritte ergeben sich: I
kl"/krp=0'901'0-03 . . .

KA X K" x KHIK P x KP x kP = 100 + 0-03

K]H X sz]KqD X le = 1'08 1'0'03.
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Abb. 1. Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstante ki der
Hydrolyse von p-Nitroacetanilid (@) und p-Nitroacetanilid-1-d;
(+) vonder OH -Konzentration.

-2 -1 o
log [OH7]
Abb. 2. Abhiingigkeit des sekundiren kinetischen D-

Isotopieeffektes der Hydrolyse von p-Nitroacetanilid von der
OH " -Ionenkonzentration.

Der inverse kinetische Isotopieeffekt in k, steht in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass bei
produktihnlichen chrgangszuslanden die Addition von
Nucleophilen an Carbonylgruppen in Nachbarschaft zu
CD+~Gruppen erleichtert ist. So zeigt die wasserkataly-
sierte Addition von H,0 an die 8-Carbonylgruppe von
CDy-CO-CONH; einen kinetischen Isotopieeffekt von
kH/k,®=0-89x003, der fast dem thermodynamischen
Isotopieeffekt der gleichen Addition entspricht (K¥/K® =
0-85+0:01).%

Die komplexe Zusammensetzung des kinetischen Isoto-
piceffektes erschwert die Zuordnung zu k, bzw k;. Unter
der Voraussetzung, dass das Dissoziationsgleichgewicht
K"/K® nur einen sehr kleinen Isotopieeffekt aufweist,
folgt, ki*/k3® < k,'/k,".

Die Abspaltung von Arylamin aus 3 verlduft
siurekatalysiert mit einem aus einer Brdnstedt-
Auftragung geschlossenen weltgehend produktanalogen
Ubergangszustand * Wir berechnen einen Isotopieeffekt
k/k,” = 1-20 der aus der Uberlegung resultiert, dass

K MK = kDK KD = 0-9 x (K /kE)

ist, wobei beriicksichtigt wird, dass k2/k" stets =1 ist.
Der Wert von k,"/k,°z 120 liegt nahe der oberen
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Grenze fiir solvolytische Dissoziationsreaktionen an
gesattigten C-Atomen mit einer weitgehenden Carbo-
niumstruktur im Ubergangszustand.”

Beriicksichtigt man, dass die Carbonylamidstruktur den
Carbortiumionencharakter und damit den maximal
moglichen kinetischen Isotopieeffekt weiter vermindert,
lisst sich fir K/K.\® ein Bereich von 0-87-0-90
errechnen. Dieser Wert stimmt mit dem thermodyna-
mischen  Isotopieeffekt der H,O-Addition an
Brenztraubensiureamid anndhernd dberein.

Fiir k%,/k°, folgt dann ein Isotopieeffekt von 1-00 bis
1-03, was auf eine nur wenig ausgeprigte Carboniumio-
nenstruktur bei der OH -Abspaltung im Ubergangszu-
stand hinweist.

Die Dissoziation des stark basischen Anions 5 in 6 solite
einen der OH -Abspaltung aus 2 dhnliche Aktivierungs-
charakteristik besitzen. Der Wert fir k\"/k,\°=
1-00/(10-90-0-87) = 1-10 bis 1:15 ist ohne Kenntnis des
thermodynamischen Isotopieeffektes Ki"/K,® schwierig
interpretierbar.

Vergleicht man die kinetischen Isotopieeffekte in k_,
und k ;, muss man beriicksichtigen, dass der thermodyna-
mische Isotopieeffekt fiir die Bruttoreaktionen verschie-
den und auf jeden Fall flir die Addition des N-
Nucleophilen grdsser ist.”

]
CD;-(}?..N H-Ar = CD,-CONH-Ar+OH® und
OH
101
CD;-—C“»NH-Ar = CD,-CO0® + ®NH-Ar
10°

5 o

Nimmt man einen thermodynamischen Isotopieeffekt
von 1-26 an, (fir das Dissoziationsgleichgewicht des
Adduktes aus Semicarbazid bzw. Hydroxylamin mit der
B-Carbonylgruppe von Brenziraubensiureamid wurden
thermodynamische Isotopiceffekte von 1-:37x0-13 bzw.
1-26£0-05 gefunden™) ldsst sich dic Lage des Uber-
gangszustandes fir die Dissoziation des Dianions § in die
Reaktionsprodukte 6 als mehr produktihnlich abschétzen.
Dies steht in Ubereinstimmung mit dem beobachteten
grossen Einfluss der Ringsubstituenten auf die Abspaltung
des Arylamid-Anions.'

EXPERIMENTELLER TEIL

p-Nitroacetanilid wurde durch Acylierung von p-Nitroanilin
mit Essigsiureanhydrid, die deuterierte Verbindung mit 99-9%
deuteriertem Essipsiureanhydrid dargestellf und mehrfach aus
Alkohol umkristallisiert.

Fp. p-Nitroacetanitid 214°C (214°C*); p-Nitroacetanilid-3-d,
213°C. PMR-Untersuchungen zeigten einen D-Gehalt =~98%
in der Methylgruppe des deuterierten Anilids. Im IR-Spekt-
rum (Beckman IR 12) war ein Isotopieeffekt auf die CO und
NH-Schwingungen nachweisbar (25°C; Toluol): p-Nitroacetanilid
v = 3412-13em™, ven = 1709-10cm ', p-Nitroacetanilid-3-
dy pen=341H-12cm Y po=1708cm ',

Auch Diithylketon-2,2,4,4-d, zeigt eine um 6cm™’ niedrigere
Carbonylfrequenz als sein nichtdeuteriertes Analoges.®® Alle
kinetischen Messungen wurden bei 30°C durchgefiihrt, der py mit

KOH eingestellt und potentiometrisch gemessen {Glaselektrode
G202B; Kalomelektrode K4112). Die lonenstirke betrug bei den
Messungen konstant §-52 {KC1), die Geschwindigkeit der Hydro-
lyse wurde anhand der Extinktionszunahme bei 390 nm mit dem
Spektralphotometer Unicam SP800 verfolgt. Die Anilidkonzentra-
tion in der Kiivette (2X 107*— 3 x 10~*) wurde durch Verdiinnung
von Stammidsungen (1 1¢ > M) eingestellt. Die Geschwindig-
keitskonstanten, die alle nach der Methode der Anfangsgeschwin-
digkeiten bestimmt wurden, sind unter Einbeziehung der NH-
Dissoziation nach der Gleichung Ko = Koeos (1 + K. XOH)
korrigiert. Die Dissoziationskonstante K, der Anilide wurde
spektrophotometrisch bei 310 nm bestimmt. Der Extinktionsko-
effizient des Anildanions ea- ist bei dieser Wellenldnge grosser als
der der undissozierten Verbindung eya {€x-/ens = 1-19). Eine
Auftragung von (Eo— Eo){OH®) gegen Eou ergibt als Anstieg
K..” Die Extinktion E, entspricht dem nichtionisierten Anilid und
Eou der Extinktion, die in Abhdngigkeit von der Hydroxylionen-
konzentration, auf t=0 extrapoliert, gemessen wurde. Die
Extinktionskoeffizienten bei 3% und 310nm waren fir p-
Nitroacetanilid und sein deuteriertes Analoges gleich. Fir die
Dissoziationskonstanten konnte kein [sotopieeffekt nachgewiesen
werden ("K,/°K, = 0-998; je 30 Reproduktionen).

LITERATUR

'R. M. Pollack und M. L. Bender, J. Am. Chem. Soc. 92, T1%
(1970).

*R. H. De Wolfe und R. C. Kewcomb, J. Org. Chem. 36, 3870
{1971).

*V. Gani und P. Viout, Tetrahedron Letters 5241 (1972).

*C. E. Sauffer, . Am. Chem. Soc. 94, 7887 (1971).

°p. D. Bolton und G. L. Jackson, Aust. . Chem. 24, 9%69(1971).

°T. Yamaha, A. Tsuji und Y. Mizukami, Chem. Pharm. Buil, 21,
721 (1973).

R. M. Pollack und T. C. Dumsha, J. Am. Chem. Sac. 95, 4463
(1973).

T. 1. Broxtonund L. W. Deady, Tetrahedron Letters 3915 (1973},
°R. M. Pollack, J. Org. Chem. 39, 2108 (1974).

°T. 1. Broxton, L. W. Deady und P. R. A, Williamson. Aust. J.
Chem, 27, 1053 (1974).

"'F. M. Menger und J. A. Donohue, J. Am. Chem. Soc. 95, 432
(1972).

“R. M. Pollack und T. C. Dumsha, FEBS Letters 38, 292 (1974).

E. A. Halevi, “Secondary isotope effects”, Progr. Phys. Org.
Chem. 1, 109 (1963).

“Y. Pocker, J. Phys. Chem. 73, 2879 (1969).

"*E. M. Arnett und T. Cohen, Chem. and Industrie (London) 473
(1969).

'*H. Bull und E. H. Cordes, J. Org. Chem. 36, 1345 (1971).

Y'G. Lamaty, Tetrahedron Letters 57, 5015 (1970).

G, Lamaty, Tetrahedron Letters §7, 3015 (1970).

¥, M. Jones und M. L. Bender, J. Am. Chem. Soc. 82, 6322 (1960).

°]. W. Baker, Tetrahedron 5, 135 (1959).

R, Borsdorf und M. Scholz, Spektroskopische Methoden in der
orgattischen Chemie. Akademie-Verlag, Berlin (1968).

T A, Bruylants, Chimia 27, 428 (1973).

#G. Feinstein, A. Kupfer uad M. Sokelovsky, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 50, 10620 (1973).

M. L. Bender und M. Philipp, J. Am. Chem. Soc. 95, 1665 (1973).

*J. Bieth und C. G. Wermuth, Biochem. Biophys. Res. Commitn.
§3, 383 (1973).

#U. Femfert und G. Pfleiderer, FEBS Letters 8, 65 (1970); [bid.
14, 89, (1971).

*D, Drake. R. L. Schowen und H. Jayaraman, J. Am. Chem. Soc.
95, 454 {1971).

*'E. H. Cordes und H. G. Bull, Chemicai Reviews 74, 581 (1973).

#G. Fischer G. Kiillertz und A. Schellenberger, in Vorbereitung.

ZR. W. Ramette, J. Chem. Educ. 44, 647 (1967).



