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Z~mmenfa~uu~5ie HydroxyIionen katalysier~e Hydrolyse von p-Ni~oa~etanilid und ~-Nitroacetaniiid-ads 
wurde zwischen pH 11~5 und 13.S bei 30°C untersucht. Die G&se des sekund&en ~sotopjeeffektes in der komplexen 
~eschw~ndigkeitskonstante k Lon iindert sich mit der Hydroxylionenk~nzentratjon. Der inverse Isotopieeffekt bei 
grossen Hydrox~lioneokonzentrationen ‘kNo., I”kr,,, = 0.87 I 0.05 und der bei verminderten Hydroxyijo~enkonzen” 
trationen fik,&“krur, = 143 2 04d werden auf der Basis einer ~nde~n~ del; ~eschwind~gkeitstimmenden Schrittes 
diskutiert. 

Abstract-The OH--catalysed hydrolysis of p-nitroacetan~iide and p-nitrodcetanilide-I-d, has been studied between 
pw 1 I.5 and 13.5 at 30”. The value of the secundary isotope effect is changed with respect to the OH -concentration. The 
inverse isotope effects at high OH -coacentrations (“ky,,J’k., = 0.87 2 0.05) and the opposite effects in the lower 
OH- -concentration ranges (“k,,.,JDkLarr = 148 -t 044) are discussed an the basis of change in the rrlte limiting step, 

Die durch Hydroxylionen katalysierte Spa~tung von niedriger und hoher ~H--K~~2e~t~~ion~n (relativ zu k) 
Acetauilid~n ist eine im Mechanismus weitgehend vereinfachen iasst.*’ 
aufgeklkte Reaktion eines Amides. 

Eing~h~~de Untersu~h~ngen iiber den Einfluss ver- 
schiedener Ringsubstitu~nten’~ als such die Ver~nderung 

k 
ken 

= k,(k, + k3 x OHs)OH”;’ 
k,+kz+k3xOH” iI) 

des Aeylrestese7 sowie die V~iation des 
~su~gsmittels~‘” fuhrten 2ur Formuli~r~~g des folgen- Die als Mode~lsubstrat fur Proteasen vielfach verwende- 
den Hydrolysemechanismus. ten p-Nitroanilide’~“~‘2’.2’ verhalten sich bei der 
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Das Anilid 1 wird im basischen Milieu in einer 
r~versibi~~ Ne~nreaktion unter Biid~ng eines unreakti- 
ven Ions’*” d~protonie~; dieses Glei~hg~~~~t wird durch 
die ~ons~ute K, beschrieben. 

Der Biidung des Monoanions 3 des durch die OH - 
Addition an die Carbonylgruppe entstandenen tetraed- 
r&hen Z~ischenpr~uktes 3 ist bei hohen OH - 
Konz~ntrationen die Dissoz~ation in ein Dianion 5 
~~rlag~~. Der Zerfall der beiden anionis~h~n Interme- 
diate fiihrt i&r ~onein~d~r verschiedene 
~b~rg~g~~us~~d~ letzttich N identischen Reaktions- 
produkten, 

Hydrolyse 1 t ~rdnu~g tin 3ezug auf die OH’--coven) wie 
andere Anilide, ~hrend der spontan~ Zerfall des 
Dianions anrtmal verlauft, Urn naheren Ei~bli~k in die 
Geometrie der Ub~rgangszust~nde beider Hydrolysewege 
zu erhalten, haben wir die OH-Xataiyse von C&-CO- 
NH-Ar-NO2 mit der der deuterierten Verbindung CD,- 
CO-NH-Ar-NO2 vergtichen. 

In Tabelie I sind die Ge~hwindi~eitsko~stan~en und 
die Isotopieetfekte Hkf”k bei verschiedenen OH-- 
Konzentrationen aufgefiihrt. 

Unter der Voraussetzung k3 = kiK gilt das kinetische Bei Auftra~~~ von log k,, gegen log (OH-) wird in 
Model1 in Gl~ichung, {I)’ das sich in den ~r~nzbeeeichen ~~reinstimm~~ mit den Arbeiten von Pollack und 
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Tabelle 1. 

(OH-), M “k,,, see-’ R ?&.,,,, set -’ R Hkrnn, set ’ %,,sec ’ “k,J’ktm 

5.22x 10-l 1*33*0~01 x 10 ’ 7 1.~~0.01 X W3 
2*22x 10 ’ 9.63 2 O-01 X lo-” 9 1~09+0~01 x 10-f 
1.46x 10“ 4.86?0.06x IO-’ 7 4.88 t 0.03 x IO-’ 
1.01 x IO-’ 3~12~0*01 x 10” 8 3*3O_cO*l x IO-’ 
7.35 x 10-’ 2.02 *CO3 x 10.’ 8 l~%+o~ol x lo-’ 
3.85 x IO-’ 5.95 ?0.21 X 10 -’ 8 5.87 + 0.32 x IO-’ 
1*00x 1oe2 3.98 +0*01 x W6 10 3.69 ? 0.02 x IO-& 
5.22 x lo-’ 1*31+0*02x lo+ 10 1.21 r?: O-02 x lo-& 

7 1*95rLO&x 10” 2*15+0@4x 10 3 
9 1-16~0~01 x 1O-3 1.31 -cO~Ol x lo-” 
7 5.502 0.06 x lo-’ 5.52 d 0.06 X lo-’ 
8 3.41 E?Z 0.02 x IO-’ 3.50 f 0.12 x lo-’ 
7 2*16t0~02x lo-” 2.09 2 0.01 x lo-’ 
7 6.16r0.22~ 10.’ 6.08?0.17x IO-’ 

12 4*02r:O*O2 x lb ’ 3.72 f O-02 x 1o-6 
10 1.32=0-02x lo’+ 1*22-0*02x lo-” 

0.91 r. 0.04 
o-89 ? CO2 
l~OOt0*03 
097 rt 0.02 
1*03+0.02 
1.01 LO-02 
1*08+-0*02 
1~08t0.03 

R = Anzahl der Reproduktionen. 
k our = khKaI1 + KJOH .)I. 
K, = 0.906 rt 0.05. 
pK, = 13.88 bei 30°C. 

Bender” bei pH > 13 ein Anstieg von 1 und unterbalb 
dieser Hydroxylionenkonzentration ein Anstieg von 2 
gefunden (Abb. I). 

Pollack und Dumsba” konnten zeigen, dass dieser 
Anstieg von 2 unterhalb pH 11.5 wieder in einen Anstieg 
von I iibergeht. Nach Gleichung (I} muss gelten: fiir einen 
Anstieg von 1 iiber ~“13; L, = k, x (OH-); fiir einen 
Anstieg von 1 unter pH 1 l-5; kr,, = K, X kZ X (OH-); und fiir 
einen Anstieg von 2 zwischen pH 11 a5 und 13 km = 
K, x K x k: x (oiH-)2 = K, x kj(OH-)‘. 

Die beoba~hteten, deu~lich di~erenzie~en Isotopieef- 
fekte lassen sich n~he~ngsweise den 3 ges~h~ndi~eits- 
bestimmenden Schritten zuordnen (Abb. 2), wobei kz als 
geschwindigkeitsbestimmender Schritt nur im Uber- 
gangsbereich beobachtet wird. 

Fii~ die einzelnen Schritte ergeben sich: 

k,Hlk,D = 040~0~03 

K,” x K” x k;“/KID x K” x k;D = 140+ 043 

K,” x k,HIK,D x kzD = 148 rtO.03. 
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Abb. 1. Abh~ugi~eit der ~eschw~ndi~eit~k~ustan~ k*,, der 
Hydrolyse von p-Nitroacctanilid (@I und p-Nitroacetanilid-l-d, 

(t) von der OH -Konzentratim. 
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Abh&gigkeit des sekundHren kinetischen D- 
Isotopi~ffektes der Hydrolys~ van p-Nitroace~uilid von der 

AH--1on~nkouzentration. 

Der inverse kinetische Isotopieeffekt in k, steht in 
~~reins~immung mit der Beobachtung, dass bei 
pr~ukt~nli~he~ ~bergangszus~nden die Addition von 
Nucleophilen an C~bonylgruppen in Nachb~s~h~t zu 
CD&ruppen erieichtert ist. So zeigt die wasserkataly- 
sierte Addition von H,O an die j3-Carbonylgruppe von 
CD+X-CONH2 einen kinetischen Isotopieeffekt von 
k,“/k,” = 049 -+ 0.03, der fast dem thermodynamischen 
Iso~opieeffekt der gleichen Addition entspricht (KHIKD = 
0435 L O*Ol)? 

Die komplexe Zu~mmens~tzung des kinetischen Isoto- 
pieeffektes erschwert die Zuordnung zu kz bzw k,. Unter 
der Voraussetzung, dass das Dissoziationsgleichgewicht 
KHfKD nur einen sehr kleinen Isotopieeffekt aufweist, 
folgt, k;YkSD < kzHtkzD. 

Die Abspaltung von Arylamin aus 3 verEiuft 
siurekatalysiert mit einem aus einer Briinstedt- 
Auftragung geschlossenen weitgehend produktanalogen 
ijbergangszustand,*” Wir berechnen einen Isotopieeffekt 
k,“/k,” = 1.20 der aus der ijberlegung resultiert, da.% 

K,%iD = (k,H~k~D)(k~,~k~,) = 0.9 x (k~~~k~,) 

ist, wobei beticksichtigt wird, dass kf,fkfi, stets g 1 ist. 
Der Wert von k,‘lklD 2 I.20 liegl nahe der oberen 
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Grenze fiir s~~~olyt~sche ~isso~iatio~sreaktionen an 
ges~tti~t~n GAtemen mit einer weitg~he~d~o Car&+ 
~urns~ktur im U~rgangszustaod.~’ 

~e~cksicht~~ man, dass die ~ar~ny~amids~uktnr den 
~~b~~i~mionenchar~ter und damit den maximal 
maglichen kinetischen Isotopieeffekt weiter vermindert, 
I5sst sich fiir KIHIKI” ein Bereich von 047 -090 
errechnen. Dieser Wert stimmt mit dem thermodyna- 
mischen Is~t~pieeffekt der H?~Addition an 
Bren~traub~ns~~ream~d ann~her~d ~ber~j~. 

Fiir kf!JkZ), folgt dann ein Is~topjeeffekt van f4M bis 
143, was auf eine nur wenig ausgepr@e ~~~niu~~- 
nenstruktur bei der OH--Abspahung im Ubergangszu- 
stand hinweist. 

Die ~~ssoz~ati~n des stark basischen Anions S in 6 so&e 
einen der OH -Abspaltung ans 2 ~hn~iche Aktiyie~ngs- 
ch~~terist~k besitzen. Der Wert fOr kJH/k,O = 
14MJ(104#-0-87)= I*10 bis I-15 ist ohne- Kenntnis des 
thermodynamischen Isotopieeffektes K3H/Ksa schwierig 
interpretierbar. 

Vergl~ieht man die kinetischen Isotopi~eff~kte in k_, 
und k ), muss man ber~cksichtigen, dass der th~rm~dyna- 
mische ~sotopieeffekt fiir die B~ttoreaktion~n verschie- 
den und auf jeden FaIf fiir die Addition des N- 
Nucieophil~n griisser ist.= 

f p I r> 

Njmmt man einen therm~dy~amischen isotopieeffekt 
van 1.26 an, (fiir das ~ssoziationsg~ejchge~cht des 
Adduktes aus ~emic~~azid bzw. Hy~~xyfamin tit der 
~-~~bo~y~~p~ van Brenztrau~ns~ur~mid wurden 
tbermodynamische rs~t~~ieeffekte von I.37 rt 0.13 bzw. 
1.262 045 gefunden**) I%st sich die Lage des Uber- 
gangszusfandes fiir die Dissoziation des Dianions S in die 
ReaktionsproduJte 6 als mehr produktiihnlich abschitzen. 
Dies steht in Ubereinstimmung mit dem beobachteten 
grossen ~i~fluss der Ringsubstituenten auf die Absp~t~g 
des A~lamid-Anj~ns.~ 

~-Nitr~acetani~id wurde durch Acyiierune; won p-Nitr~n~Ii~ 
mit E~s~8s~ur~anhy~~d, die deuterierte Verbindun8 mit 99.9?& 
deute~~~em Essj~s~ur~aoh~dr~d dmgeste~~t uad meh~aeh aus 
Alkohof umk~s~lis~ert. 

Fp. ~Njtroa~etani~id 214°C (214T’9; ~Ni~oace~ilid-3-do 
213°C. PMR-Untersuchungen z&en einen DGehalt -98% 
in der Methyigruppe des deuterierten Anilids. Im IR-Spekt- 
rum {Beckman IR 12) war ein lsotopieeffekt auf die CO und 
NH-Schw~~~ngen nachweisbar (25°C; Tolud): ~-Ni~oacetaajlid 
tr,.ir = 3412-13 cm-‘, v+.- = I?#-10 cm ‘; p-Ni~oace~nilid-3- 
d 3 ++.~~=3dft-12cm ‘; R--,= ~irf)tlan ‘. 

Au& Di~tithyfketon-2,2,4,4d, zeigt eine urn 6 cm -’ niedrigere 
C~~~ylfrequen~ aIs sein nichtdeuteriertes Ana1oges.l’ Alie 
kinetischen Messungen wurden bei 30°C dur~h~ef~h~, der p&r mit 

KOH eingestellt und potentiometrisch gemessen (Glas~~~ktr~e 
G2023; K~om~lekt~~e K4I 12). Die Ionenstirke betrug bei den 
Mwsungen kosstant 0.52 (KC@, die Ge~~b~ndigk~~t der Hydro- 
lye wurde anhand der ExtiRktion~u~~me bei 390 nm mit dem 
Spektr~photometer Unicam SF800 verfolgt. Die Anili~onzent~- 
tion in der Kiivette (2 x IO-‘- 3 x IO-‘) wurde durch Verdiinnung 
von Stammltisungen (1 x 10 ‘Ml eingestelh. Die Geschwindig- 
keitskonstanten, die alle nach der Methode der Anfangsgeschwin- 
digkeitea bestimmt wurden, sind unter Einbeziehung der NH- 
Dissociation nach der Cieichung k,,, = k,, (1 + K, x OH-1 
korrigiert. Die ~ssoziationskonstaote K. der Anilide wurde 
s~ktropho~am~~sch bei 3t0 rtm bestimmt. Der Ext~nktjonsko- 
efTizient des A~~lda~oas c~- ist bei dieser ~eii~~l~e gx&ser afs 
der der undissotierten V~rb~adu~g l HA (e,,vI~~ = 1.19). Eine 
Auftragung van (&- E*~~~~UH~~ gogen Er,, ergibt als An&g 
K,.19 Die ~~tinktion & eatsprioht dem ~i~b~uisie~en Anilid und 
E,, der ~~tiaktion, die in Abh~~~eit van der H~droxylioaen- 
kon~ent~t~on, auf t= 0 extrapoliert, g~messen wurde. Die 
Exti~ktionsk~~zienten bei 390 und 310nm waren fiir p- 
Nitroacetanihd und sein deuteriertes Analoges gleich. Fur die 
Dissotiationskonstanten konnte kein Isotopieeffekt nachgewiesen 
werden (HKJUK, = 0998; je 30 Reproduktionen). 
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