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Untersuchungen tiber die Kinetik der Spaltung von Di- und Tripeptiden
IT. Mitt.1: Uber die Hydrolyse in wiBriger Siure

Von H. Harrmany. J. FErvAxpEz *, J. HEIDBERG ** und H. Junc ***

Aus dem Institut fiir physikalische Chemie an der Universitit Frankfurt am Main
(Z. Naturforschg. 18 b, 269—271 [1963] ; eingegangen am 8. November 1962)

Fiir eine Gruppe von Di- und Tripeptiden wurden die Geschwindigkeitskonstanten sowie die
Arrheniusschen Aktivierungsenergien und Aktionskonstanten der sauren Hydrolyse der einzel-
nen Peptidbindungen gemessen. Zeitgesetz und Abstufungen der Aktivierungsenergien lassen sich
nur unter bestimmten Annahmen iiber die Solvatation der Reaktionsteilnehmer auf der Grundlage
des Ingold-Benderschen Mechanismus interpretieren. Aktionskonstante und Aktivierungs-

energien weisen einen symbaten Gang auf.

Die Bestimmung der kinetischen Daten zur Hy-
drolyse einzelner Peptidbindungen in Dipeptiden
und héheren Peptiden wird durch die vollstandige
quantitative Analyse von Peptidhydrolysaten. die
bei der Hydrolyse von vor ihrer Spaltung geeignet
mit C-14 markierten Peptiden erhalten werden, mit
Hilfe der Papierchromatographie und der Zonen-
elektrophorese ermoglicht!:2. In dieser Mitteilung soll
iber Untersuchungen zur Stabilitdt der einzelnen

Peptidbindungen in Di- und Tripeptiden gegentiber
sauren, hydrolysierenden Agentien berichtet werden.

Die Synthese geeignet C-14-markierter Peptide
angemessener spezifischer Aktivitdt. die Hydrolyse,
die Trennung der Hydrolysate sowie die Aktivitats-
bestimmung der isolierten Hydrolyseprodukte wur-
den bereits beschrieben!. Die kinetischen Groflen
wurden. wie in einer friiheren Arbeit angegeben, de-
finiert und berechnet.

Ergebnisse

Spaltung des Glycyl-alanins in Salzsiure
verschiedener Konzentration. & - 102(d-1)

HC1

I [Mol/]

[°C 0.25 0.50 0,75 1.00
40 = . = 1.66
50 — 1.99 2.81 462
60 2.24 475 722 110
70 517 12,0 19.8 24.8
78 912 216 35.7 =
89.5 241 . = _

Spaltung der Dipeptide in 0.5 — m - Salzsiure

k-102(d1)
Chlor- Dichlor- .
Temp. Glyevl- Alanyl-  Valyl-

[‘C]p acetyl. o in écet§'1- glyein glycin

alanin alanin S 59
42 10,7 — 3.87 - —
52 28,8 2,22 11.4 1.58 —
60 58,2 4,46 25,2 — -
67 107 8.77 44,0 6,59 0,98
75 — 17,3 — 13,2 2.63
82 — — — 26.1 6,16
90 — - — — 13.9

Tab. 1. Reaktionsgeschwindigkeits-Konstante (Tage—!). Die

zentration der Salzsdure nicht normiert.

Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten sind beziiglich der Kon-

Temperatur [°C]

Valyl-glycyl-alanin =~ k(d-1) - -~ — Alanyl-glycyl-alanin = £(d-1) — B
) 60 67 67 75 82 30 38 45 52
— Valin + — Alanin +
Glycyl-alanin k-103 2,12 4,18 — 7,97 14,8 14,3 Glycyl-alanin k-103 1,57 4,62 9,53 154
— Valyl-glycin + — Alanyl-glycin -+
Alanin k-10 3,08 4.71 4,76 9,36 14,5 16.9 Alanin k-102/ 1,08 2,82 5,87 9,52

Temperatur [°C]

Tab. 2.

Gegenwirtige Anschriften: * Dept. de Fisica Quimica, Uni-
versidad de Santiago de Chile, ** Argonne National Labo-
ratory, Argonne, Illinois. *** Teil der Dissertation H. Junc,
Frankfurt am Main 1958.

Spaltung der Tripeptide in 0,5-m. Salzsdure.

! H. Hartmany, J. Heistees, H. Juxe u. J. Hemsere, Z. Na-
turforschg. 17b, 143 [1962].

2 H. Harrmany, J. Hemsere, J. Heintees u. H. June, Z. ana-
lyt. Chem. 181. 533 [1961].
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Spaltung des Glycylalanins in Salzsdure verschie-
dener Konzentration

[HCI] [Mol/l] E [Kcal/Mol] A [1/Mol sec]
19.3 4+ 0.6 4,9-106

0,25 19,5 4+ 0,2 8,3-107
0,50 194 4+ 04 6,0 - 106 Glycylalanin 20,2 + 0,4 2,0 - 107
0,75 20,8 + 0.6 4,9-107 Dichloracetylalanin 20,8 4+ 0.6 2,6-108
1,00 19.2 4 0.4 4,9-1086 Alanylglycin 21,3+ 04 6,9-107
Valylglycin 28.4 + 0.6 4,4-1011
Valylglycylalanin
— Valin + Glycylalanin 20,4 + 0.3 1,3 - 108
— Valylglycin 4 Alanin 18,0 + 0,7 4,2-106
Alanylglycylalanin
— Alanin + Glycylalanin 204 + 1.5 2,3-107
— Alanylglycin + Alanin 19.8 + 1.5 5,8-107

Chloracetylalanin

Spaltung der Di- und Tripeptide in 0,5-m. Salzsidure

E [Kcal/Mol] A [1/Mol sec]

Tab. 3.

Aktivierungsenergien E und Aktionskonstanten 4. Zur Ermittlung der Aktivierungsenergien

und Aktionskonstanten

wurden auf der Basis der Arrheniusschen Gleichung Ausgleichsrechnungen durchgefiihrt.

Diskussion

Die Hydrolyse von Amiden in saurer wéalriger
Losung stellt dem bisherigen umfangreichen Ver-
suchsmaterial entsprechend eine Folge zweier Ele-
mentarprozesse dar, der geschwindigkeitshestimmen-
den Wasseranlagerung an die Carbonylgruppe und
eines diesem Schritt vorgelagerten prototropen

Gleichgewichts:
R-CO-NH-R’+H,0° = [R-C(OH) -NH-R']® + H,0
[R-C(OH) -NH-R']® +H,0 — R-COOH + H,N® -R’.

Die in schwach bis méflig saurer Losung beobachtete
Reaktionsgeschwindigkeits-Konstante sollte gegen
polare Substituenteneinfliisse relativ unempfindlich
sein, wahrend durch sterische Verdnderungen in der
Néhe des Reaktionszentrums ein erheblicher Effekt
ausgelost werden sollte (Incorp, BexpEr 2).

Das fur die Peptidhydrolyse eruierte Zeitgesetz

d[Peptid]

at =k[Peptid]

mit der in Niaherung giiltigen Beziehung
kE~[H®]
ist mit diesem Mechanismus vereinbar.

Da die Aktivitdtskoeffizienten der Peptidkationen
und Ubergangskomplexe sowie des Wassers und
Wasserstoffions nicht bekannt sind, wird die Abhén-
gigkeit der Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten
von der Wasserstoffionenkonzentration etwa auf der

Grundlage des Bronstedschen Ansatzes an die-
ser Stelle nicht weiter diskutiert.

3 M. L. Bexner, Chem. Reviews 60, 53 [1960].

Auch die Abstufungen der Aktivierungsenergien
fiir die Spaltung der Dipeptide lassen sich durch die
alleinige Beriicksichtigung der sterischen Substi-
tuenten-Wirkungen deuten. In der Reihe

E[Kcal/Mol]
Chloracetylalanin 19,5
Glycylalanin 20,2
Dichloracetylalanin 20,8
Alanylglycin 21,3
Valylglycin 28,4

diirfte die empirische Aktivierungsenergie wegen
der zunehmenden Abstofung der Atome in allen
Konformationen der Ubergangskomplexe infolge
des wachsenden Raumbedarfs der Substituenten an-
steigen. Beim Ubergang von den Chlor- zu den Am-
moniumverbindungen wird im besonderen die steri-
sche Wirkung der hydratisierten Ammoniumgruppe
zur Erhohung der Aktivierungsenergie beitragen.

Der Einflull der Substituenten auf die empirische
Aktivierungsenergie vermoge des polaren Effektes
sollte gering sein, da die Aktivierungsenergie der
geschwindigkeitsbestimmenden =~ Wasseranlagerung
und die Bildungsenthalpie des Amidiniumions
gegenladufig verdandert werden, und da bei Vergrofle-
rung des Alkylrestes die Verstirkung des negativie-
renden induktiven Effektes durch die Erhchung des
positivierenden elektrostatischen Feldes der Ammo-
niumgruppe, infolge der Verminderung ihrer Ab-
schirmung durch Wassermolekiile und der Herab-
setzung der innermolekularen Dielektrizitatskonstan-
ten, zumindest teilweise aufgehoben wird. Voraus-
gesetzt, da} die Anderung der Bildungsenthalpie des
Amidiniumions kleiner als diejenige der Aktivie-
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rungsenergie der Wasseranlagerung ist, tritt die do-
minierende Wirkung des sterischen Effektes bei der
sauren Hydrolyse deutlich beim Vergleich der bei
Spaltung der Chloracetyl-Verbindungen gemessenen
empirischen Aktivierungsenergien hervor. Bei sau-
rer Hydrolyse wichst die empirische Aktivierungs-
energie beim Ubergang vom Chlor- zum Dichlor-
acetylalanin, bei alkalischer Verseifung nimmt sie
wegen des vorherrschenden induktiven Effektes je-
doch ab.

Die Erniedrigung der empirischen Aktivierungs-
energie fiir die Spaltung der Peptidbindung bei An-
bau einer Aminosdure am Aminoende eines Dipep-
tids wird auf den vergroferten Abstand der aus
rdumlichen Griinden der Wasseranlagerung hinder-
lichen, hydratisierten Ammoniumgruppe sowie auf
die wegen des erhohten Ladungsabstandes groflere
elektrostatische Stabilitdit des Amidiniumions zu-
rickgefithrt. Valin iibt hierbei, wie bei der alkali-
schen Hydrolyse, einen stirkeren Effekt aus als Ala-
nin, moglicherweise deshalb, weil die durch die Hy-
dratation hervorgerufene Schwichung der positivie-
renden Wirkung der Amid- und Ammoniumgruppe
in Valinpeptiden geringer als in den entsprechenden
Alaninpeptiden ist.

Die bei Verkniipfung einer Aminosdure mit der
Carboxylgruppe eines Dipeptids zu beobachtende
Verringerung der empirischen Aktivierungsenergie
sollte sich bei Nichtberiicksichtigung der Solvatation
auf eine sterische Erleichterung der Bildung des
Ubergangskomplexes nicht zuriickfithren lassen. Ver-
mutlich wird die Wasseranlagerung an die zu spal-
tende Peptidbindung durch die im Vergleich zur
Carboxylgruppe weniger hydratisierte und iiberdies
starker positivierende Amidgruppe begiinstigt.
Nimmt man an, daf} die sterische Hinderung der
i-Propylgruppe bei der Hydrolyse des Valylglycins
erst durch das Zusammenwirken mit der hydratisier-
ten Carboxylgruppe des Glycins zur Geltung kommt,
so laBt sich das Verschwinden der Unterschiede in
den empirischen Aktivierungsenergien der Spaltung
des Alanylglycins und Valylglycins beim Ubergang
zu den am Carboxylende um Alanin verlangerten
Peptiden durch die Eliminierung der hydratisierten
Carboxylgruppe deuten.
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Die Aktionskonstanten fiir die saure Hydrolyse
der Peptide diirften, auch bei Berticksichtigung der
Tatsache, dal die Aktionskonstanten nicht auf die
Einheit der Konzentration des Wassers bzw. Amidi-
niumions bezogen werden konnten, im Hinblick auf
die geringe Konzentration der Amidiniumionen
ebenso wie die Aktivierungsenergien grofler als die-
jenigen fir die alkalische Hydrolyse sein. Eindeutig
ist der gleichsinnige Gang von Aktivierungsenergie
und Aktionskonstante fiir die saure Hydrolyse in
der Reihe der Dipeptide, obwohl die Zunahme der
Aktivierungsenergien auf eine wachsende sterische
Erschwerung der Hydrolyse zuriickgefithrt wurde
und hierbei gerade eine inverse Beziehung erwartet
wird. Die Aktionskonstanten fiir die Spaltung der
Chlorverbindungen liegen vergleichsweise hoch, da
die Bildungsentropien der einfach positiv geladenen
Chloramidiniumionen sicher wesentlich gréfer als
diejenigen der zweifach positiv geladenen Ammo-
nium-Amidiniumionen sind. Analog diirften die re-
lativ hohen Betrdage der Aktionskonstanten der im
Tripeptid dem Carboxylende benachbarten Bindun-
gen wegen des grofleren Abstandes der beiden La-
dungen im Amidiniumion zu deuten sein.

Die Abstufungen der empirischen Aktivierungs-
energien und Aktionskonstanten bei Variation der
die Peptidbindung aufbauenden Aminosduren und
Peptide wurden mit der hierbei verkniipften Ver-
anderung der Solvatation in Verbindung gebracht.
Da die Hydratation in dem relevanten Bereich mit
steigender Temperatur zuriickgehen diirfte, ist eine
Verringerung der Aktivierungsenergie bei Tempera-
turerh6hung und nicht Temperaturunabhéngigkeit
zu erwarten. Wenn sich die erhaltenen MeBwerte
nach Arrhenius darstellen lieBen, so vermutlich
deshalb, weil das Temperaturgebiet, in dem die Mes-
sungen aus Griinden experimenteller Genauigkeit
durchgefithrt wurden, klein war. Immerhin liegen
die bei hoheren Temperaturen bestimmten Geschwin-
digkeitskonstanten fiir die wegen sterischer Hinde-
rung besonders erschwerte Spaltung der Bindungen
im Valylglycin und Dichloracetylalanin in Arrhe-
niusscher Darstellung relativ niedrig, wenn die
Arrhenius-Geraden durch die zu den niedrigen
Temperaturen gehorenden Melpunkte festgelegt
wurden.



