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KURZE MITTEILUNGEN

Bis am 20, des Monats bei der Redaktion eingehende kurze Mitteilungen werden in der Regel am 15. des folgenden Monats verdffentlicht

Es werden auch Manuskripte aus dem Auslande angenommen

‘Hydratationsenergie des NaCl-Ionenpaares*

Wenn man die Bedeutung der Hydratationsenergie
des .Jonenpaares! kennt, kann man sich nur wundern,
wie wenig Anstrengungen bisher unternommen wurden,
sie zu bestimmen. Es iiberrascht aber noch mehr, dafl
sie oft bedenkenlos gleich Null gesetzt wurde.

Die elektrostatische Berechnung kann, in Anlehnung
an die Berechnung von BERNAL und FowLer? fiir die
freien Ionen, in funf Teile geteilt werden:

HMX ZHW + ZH/m + ZH"P + Hy, + ZH

1. Anziehung der Ionen auf die umliegenden Wasser-
dipole, He”. Die vorliegende Rechnung beschrénkt sich
auf- die erste Schale, weil das Ionenpaar ja ebenfalls
einen Dipol darstellt und die Dipol-Dipol-Energie mit
der dritten Potenz des ‘Abstandes abfillt. Hingegen
wurde die Abstofung zwischen einem Ion und den
Solvatmolekiilen des Partnerions beriicksichtigt. Ebenso
beriicksichtigt wurde der induzierte Dipol.

H, = ——Ne,u/a?j — ae/a?j.

e

Dabei bedeuten N die Loschmidtsche Zahl, e eine Ele-
mentarladung, x der Dipol eines Wassermolekiiles, a;;
der Kernabstand zwischen den Teilchen i und j, und a
die Polarisierbarkeit der Wassermolekiile.

2. Die gegenseitige AbstoBung der Wassermolekule
der Hydratschale wurde nach einer Gleichung von
BuckiNngEAM3 berechnet:

H,, = Ny;p;(2cos b, cos B, + sin b, sin b, cos C)/az

Die Winkel 0,, 6, und { bestimmen die rdumliche An-
ordnung der Dipole zueinander.

3. Das Abstofungspotential wurde wie iiblich 12:Ord-
nung angenommen:

— 12
Hrep - NB/az] .

B ist eine Konstante.

4. Der Kernabstand zwischen dem Anion und dem
Kation ist in der Gasphase kleiner als im Kristall. Da
die Sublimationsenergie nahezu gleich der Solvatations-
energie des Ionenpaares ist, greifen in beiden Fillen
gleich groBe Krifte an der NaCl-Bindung an. Beim Uber-
gang von der Gasphase in die Losung muB sie gestreckt

* Vorldufige Mitteilung. Vorgetragen an der Sommerversammlung

der Schweizerischen Chenuschen Cesellschaft am 3.Oktober 1964
in Ziirich.
! R.HUMBELIN, Electrochim. Acta 9 (1964) 685.
2 J.D.BERNAL und R.H.FowLeR, J. Chem. Physics 1 (1933) 515,
® A.D.BUCKINGHAM, Quart. Rev. 13-(1959) 183, " --

werden. Die dazu notwendige Energie wurde mit einer
Coulombschen Gleichung berechnet:

Ha,iiss = (llag - l/ak)'

a, ist der Kernabstand in der Gasphase, a, derjenige im
Kristall.

5. Die Wassermolekiile miissen von der Struktur des
umgebenden Wassergitters losgelost werden. Die Ver-
dampfungswirme von Wasser ist bei 20° 10,5 kcal/Mol.
Die Wassermolekiile der Hydratschale werden sich jedoch
in die Struktur des umgebenden Wassers so einfiigen,
dafl dadurch ein Maximum an Energie gewonnen wird.
Nehmen wir an, daB3 jedes Molekiil der Hydratschale eine
Wasserstoffbriicke wiederherstellt, so wird H, etwa
8 kcal/Mol. Die Resultate sind in der Tabelle 1 zusam-
mengefaf3t.

Tabelle 1. Elektrostatisch berechnete Hydratationsenthalpie
des NaCl-Ionenpaares

Koordinationszahl Kernabstand A Hiwx kcal/Mol
2 2,48 —23,3
4 2,54 —52,0
6 2,65 —61,4
8 2,70 —178,8
10 2,76 —98,2
11 5,52 —88,1
np+nx oo —54,6

Von besonderem Intersse ist der Ubergang vom inni-
gen zum losungsmittelgetrennten Ionenpaar. Das elfte
Hydratmolekiil muf3 sich zwischen die Ionen dringen.
Das Wasser ist jedoch kein Kontinuum, es kann nicht
zwischen die Ionen flielen und den Zwischenraum aus-
fiilllen. Zwischen den Ionen entsteht also anfinglich ein
Vakuum. Da die Dielektrizititskonstante anfinglich
gleich 1 ist, muf} fiir diesen ersten Schritt eine enorm
grofle Coulombsche Energie iiberwunden werden. Um
die beiden Ionen so weit zu trennen, dafl ein Wassermole-
kiil zwischen ihnen Platz findet, sind etwa 30 kcal/Mol
notwendig. Dies wiirde bedeuten, dafl in Lésung nur
Ionenpaare vorhanden sein konnten, weil die Aktivie-
rungsenergie des Zerfalls so groB ist, daB dieser un-
wahrscheinlich wird. Freie Ionen kidmen allenfalls im
Meerwasser vor; dieses wiirde sich daher anders verhal-
ten als eine im Labor hergestellte Losung gleichen Ge-
haltes. Zweifellos existiert ein energetisch giinstigerer
Mechanismus, der eine Aktivierungsenergie in einem
verniinftigen Rahmen erlaubt, )
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die Enthalpie. Berechnet man mit diesem Wert die freie
Energie der Dissoziation in Lésung:

C;iu = Ggiu _Gy - C:f + thiw X’

die freie Energie der Dissoziation in der Gasphase,
G8..., und die freien Energien der Hydratation der beiden
Ionen, Gﬁw und GF, sind bekannt5 6, und daraus die
Gleichgewichtskonstante:

In K = G4,/ RT,

8 R.HUMBELIN, in Vorbereitung. . .
¢ L.BENJAMIN und V.GoLrp, Trans. Faraday Soc. 50 (1954) 797.
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s0 findet man, dal Kochsalz in Lésung vollstindig asso-

ziiert sein miiite. In diesem Fall gelten aber die fiir die
thermodynamische Rechnung verwendeten Gleichun-
gen. Dieser Widerspruch tritt nur dann nicht auf, wenn
der wahre Wert nicht viel unter dem thermodynamischen
liegt. Anderseits zeigt die elektrostatische Berechnung,
s0 ungenau sie auch sein mag, dal der wahre Wert auch
nicht hoher sein kann als der thermodynamische, so da3
dieser, mit einer Fehlergrenze von *+ 2 kcal/Mol, als
verbindlich betrachtet werden darf.

R. HOMBELIN

Sandoz AG, Basel

Recherches préliminaires sur la structure de la partie glucidique
des caséino-glycopeptides*

Résumé

Quelques expériences préliminaires concernant le groupe-
ment prosthétique glucidique des caséino-glycopeptides sont
décrites: I’acide sialique et le galactose occupent une position
«externe» par rapport a la galactosamine sans doute liée a la
partie peptidique.

La caséine entiere de vache privée de sa fraction x est
pratiquement dépourvue de sucres!. Ce fait suggére que
probablement tous les sucres se trouvent localisés dans
la caséine x qui est la seule fraction glycoprotéique im-
portante de la caséine. Sous I'effet de la présure, a
pH 6,8, méme en absence d’ions Ca, la caséine » donne
naissance a deux fractions: une, insoluble, appelée
paracaséine »; l’autre, trés soluble, appelée «caséino-
glycopeptide »».2 Rappelons que la présure agit sur la
seule fraction » de la caséine entiére, qui est ainsi le
véritable substrat de I’enzyme3. Le caséino-glycopep-
tide % contient la majeure partie des sucres de la caséine,
a savoir, du galactose, de la galactosamine et de ’acide
neuraminique; le caséino-glycopeptide est donc la frac-
tion glucidique la plus importante de la caséine4. L’étude
de son groupement prosthétique glucidique peut étre
abordée en travaillant soit avec la caséine soit avec le
caséino-glycopeptide: quelques expériences prélimi-
naires ont été effectuées en faisant appel a des méthodes
chimiques (action de H,SO, 0,1 N; action de I’acide
périodique) ou i une méthode enzymatique (action de
la neuraminidase).

Composition en sucres des CGP

Le tableau 1 indique la composition en sucres des
caséino-glycopeptides (CGP) de vache (provenant de la

* Recu le 10 octobre 1964.
1 C.Avrass, These Sci., Paris 1962; C.Arals et P.JoLLEs, Lait 44
(1964) 138.

2 P.JoLLEs, C.ALAIS et J.JoLLES, Biochim. Biophys. Acta 51 (1961)
309.

3 D.F.WaucH et P.H. voN HipPEL, J. Amer. Chem. Soc. 78 (1956)
4576.

4 C.Avars'et P.JovLiss, Biochim, Biophys. Acta 51 (1961) 315,

caséine %), de brebis (provenant de la caséine entiére)
et de chévre (provenant de la caséine entiére): les rap-
ports moléculaires ont été calculés en admettant que
les poids moléculaires des CGP sont de I’ordre de 8000.
Les CGP de brebis et de chévre contiennent un mélange
des acides N-acétyl- et N-glycolyl-neuraminiques.

Tableau 1. Composition en sucres de trois caséino-glycopebtides

en % de substance seche; r = rapport moléculaire calculé en

fixant le poids moléculaire des CGP égal & 8000

‘Caséino- Galactosamine* Galactose** Acide sialique***
glycopeptide % r % r % r

CGP x de vache 6,5 2,9 6,0 2,7 10,2 2,8
CGP de brebis 2,4 1,0 2,1 09 1,0 0,3
CGP de chevre 3.4 1,5 3,6 1,6 2,8 0,7

*  Selon ROoNDLE et MORGANS.

** Selon ScRULTZE et coll.®

*** Exprimé en acide N-acétylneuraminique (PM 309), dosage selon
WARREN aprés hydrolyse acide’.

Action de la neuraminidase sur la caséine » et les CGP

Lorsque I’on fait agir la neuraminidase de V. cholerae,
a pH 6 (solution tampon de phosphates 0,03 M) pendant
3 heures a 37°, sur une solution a 1% de caséine » de
vache ou de I'un, des trois CGP mentionnés dans le ta-
bleau 1, la totalité des acides neuraminiques est libérée:
I’'acide neuraminique occupe donc une position ter-
minale.

Action du périodate de K sur la caséine »

A une solution a 1% de caséine % de vache dans une
solution tampon de phosphates 0,05 M; pH 7; contenant

& C.J.RonDLE et W.T.J.MoRrGAN, Biochem. J. 61 (1955) 586.

¢ H.E.ScrULTZE, R.SCEMIEDTBERGER et R.HAuPT, Biochem. Z.
329 (1958) 490, ,

7 L. WARREN, J. Biol, Chem, 234 (1959) 1971,
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du KCl (0,15 M), on ajoute du périodate de K (35 mg

KI0, pour 100 mg de caséine »); 80% de I’acide sialique

sont détruits en 30 minutes 4 température ordinaire;
ar contre, les teneurs en galactose et en galactosamine

P g g

demeurent constantes.

Action de la neuraminidase suivie de celle du périodate
de K sur la caséine »

On fait agir cette fois le périodate de K sur une solu-
tion de caséine x préalablement incubée avec de la
neuraminidase, donc privée de I’acide sialique terminal.
Aprés 30 minutes a température ordinaire, 40% de
galactose ont disparu: par contre, la teneur en galacto-
samine demeure constante. Il semble donc que ce soit
le galactose qui aprés le départ de I’acide sialique occupe
une position «externe».

Action de I’acide sulfurique 0,1 N sur les CGP

Les CGP de vache (x), de brebis et de chévre sont
hydrolysés pendant 6 heures a 100° avec H,SO, 0,1 N8.9,
L’hydrolysat est dessalifié puis chromatographié sur
papier Whatman n° 1 dans le solvant n-butanol-acide
acétique-eau (4:1:5, v/v). Deux substances ont pu
étre identifiées avec le réactif a4 ’oxalate d’aniline: le
galactose libre (trés abondant) et une substance peu
abondante de Rgicny, = 0,82. Il n’a pas été possible de
caractériser de la galactosamine libre.

D’autré part, la substance de Rf = 0 a été éluée du
papler puis analysée. Elle contient de nombreux acides
aminés et de la galactosamine (liée aux acides aminés);
par contre, il n’a pas été possible de déceler la présence
de galactose. Ces expériences montrent que c’est le
galactose qui, aprés la destruction de l’acide sialique,
occupe une position «externe»; par contre, c’est la

8 J.MonNTREUIL et A.CHOSSON, C. R. Acad. Sci. 255 (1962) 3071.
9 J.MoNTREUIL, G.SPIK et A.CHOSSON, C. R. Acad. Sci. 255 (1962)
3493.
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galactosamine qui semble étre directement liée a la
partie peptidique..
Conclusion

La labilité particuliére des acides sialiques et du
galactose permet de placer ces composés en position
«externe» par rapport ala galactosamine plus «interne».
Ces trois glucides se trouvent en proportions équimolé-
culaires dans le CGP de vache. Dans les deux autres
CGP, la galactosamine et le galactose se trouvent en
proportions équimoléculaires, par contre, les résultats
du dosage des acides sialiques indiquent qu’il y a 2 4 3
fois moins de résidus de ces composants; mais il s’agit
de substances particuliérement labiles: le dosage, dans
des matiéres qui en contiennent trés peu, manque de
précision.

Des recherches ultérieures devront déterminer si le
groupement prosthétique du CGP de vache est formé
par trois enchainements identiques:

Acides aminés — Galyy, — Gal

— Acide N-acétylneuraminique

ou par une seule chaine contenant les 9 résidus glucidi-
ques groupés 3 par 3. La nature de la liaison entre la
partie peptidique et la galactosamine qui, d’aprés nos
expériences, ne semble pas étre du type ester, est égale-
ment en cours d’étude.

En ce qui concerne les CGP de brebis et de chévre, de
nouvelles déterminations des composants glucidiques
seront ‘faites afin de préciser les rapports moléculaires.

Ce travail a bénéficié en partie d’une subvention du U. S. De-
partment of Agriculture (grant FG-Fr-112).

PIERRE JoLLEs, CHARLES A1LAIS, ARLETTE ADAM,
ANTOINE DELFOUR et JACQUELINE JoLLES
Laboratoire de Chimie biologique de la Faculté des Sciences,
96, Boulevard Raspail, Paris V1€

et Institut de Biochimie, Faculté des Sciences,
Orsay (Seine et Oise)

Enol- und Inolither-Additionen an 2-Acetyl-1,4-benzochinon *

Chinone, die mit elektronenanziehenden Gruppen sub-
stituiert sind, addieren unter mildesten Bedingungen
anionoide Molekiile. Besonders wertvoll sind die Reak-
‘tionen dann, wenn sie zu einer neuen C-C-Verkniipfung
fithren. Von solchen Reaktionen beschrieben wir bisher
Umsetzungen mit Furanen sowie mit 3,4-Dimethoxy-
thiophen und Acetessigester!. In der vorliegenden, vor-
ldufigen Mitteilung seien erste Resultate aus Untersu-

¢ Eingegangen am 14. Oktober 1964.

1 C.H.EuGsTER und P.BossHARD, Chimia 15 (1961) 528, 16 (1962)
45; Angew. Chem. 1963, 102; Helv. Chim. Acta 46 (1963) 815;
C.H.EucsTER und R.Goop, Chimia 16 (1962) 343; P. BossHARD,
S.FuMmaAcaALLl, R.Goop, W.TRUEB, W.v. PHxL(PsnonN und C H.
EuGsTER. Helv, Chim, Acta 47 (1964) 769.

chungen iiber die Additionsfihigkeit von Enolithern an
‘Acetylbenzochinon mitgeteilt (siehe Formelschema).

Lést man Acetylbenzochinon (I) in iiberschiissigem,
reinem Athylvinylither, so tritt eine exotherme Reak-
tion ein. Das entstandene Acetal (II), (C,,H,,0,), kann
aus der Reaktionsléosung durch Vakuumdestillation iso-
liert werden, doch ist es einfacher, die- Reinigung mit der
Spaltung zum Halbacetal (III), (C,,H,,0,), durch
Chromatographie an Kieselgel zu kombinieren. Letzteres
ist gelb, kristallisiert (F = 135°), es reduziert Tollens-
Reagens in der Kilte momentan und firbt die Epider-
mis stark gelb.

In gleicher Weise setzt sich Athoxyacetylen mit (I)
um. Das entstandene kristallisierte, gelbe Acetal (IV),
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Sdulenchromatographie an Alox gelang es, ein Produkt
zu erhalten, das im Diinnschichtchromatogramm keine
Nebenflecken mehr zeigte. Dies beweist zugleich, daf}
die Nebenflecken keine chromatographischen Artefakte
von Imipramin darstellen. Wird andererseits nach obi-
gem Verfahren gereinigtes, einheitliches Imipramin-
Hydrochlorid in Gegenwart von Luft feucht und warm
aufbewahrt, so treten bei der Diinnschichtchromato-
graphie erneut die fluoreszierenden Nebenflecken in Er-
scheinung. Bei diesen muf} es sich also um genuine Folge-
produkte handeln. Der Vergleich (Spektren, Diinn-
schichtchromatogramm) der mittels Sdulenchromato-
graphie angereicherten Neben- und Folgeprodukte (total
etwa 0,2%) mit teils bekannten, teils eigens zu diesem
Zweck hergestellten Verbindungen erméglichte die Iden-
tifizierung der einzelnen Komponenten als II, III, IV,
V, VI, ‘IX, X und XI.

Die Entstehung der beiden Nebenprodukte II und III
findet ihre Erklirung in der Tatsache, dafl das zur Syn-
these verwendetey-Dimethylaminopropylchlorid geringe
Mengen y-Methylaminopropylchlorid enthilt. Bei der
Kondensation dieser Beimengung mit Iminodibenzyl
(IV) entsteht II, das zu III weiterreagieren kann. Ander-
seits ist das in sehr geringer Menge auftretende Iminodi-
benzyl (IV) auf eine auch in anderem Zusammenhang
bereits beobachtete Abspaltung der Seitenkette? des
Imipramins zuriickzufithren. Nach Belastung von Imi-
pramin tritt der Nebenfleck IV tatséichlich vermehrt in
Erscheinung.

Bei den weiteren identifizierten Nebenflecken V, VI,
IX, X und XTI handelt es sich um Oxydations- und/oder
Umlagerungsprodukte von Imipramin, deren Entste-
hung besonders in Losung oder bei feuchtwarmem La-
gern von Imipramin-Hydrochlorid zu erkennen ist. Fiir
ihre Bildung kann angenommen werden, dafl aus Imi-
pramin I durch Hydroxylierung in Benzylstellung 10-
Hydroxy-imipramin (V) entsteht. Eine Wasserabspal-
tung aus V oder eine direkte Dehydrierung von I kénnte
fiir das Entstehen des Iminostilbenderivates VI verant-
wortlich sein. Sowohl V als auch VI erleiden in saurem
Milieu eine Ringverengung zu IX, wobei allenfalls inter-
medidr VII und VIII entstehen kionnte. Beide Verbin-
dungen konnten allerdings — vermutlich wegen ihrer
hohen Instabilitit — als Folgeprodukte nicht nachge-
wiesen werden. Bei Anwesenheit von Luft wird IX in
neutraler oder alkalischer Umgebung (iiber VIII) zum

¢ W.ScHINDLER und F.HAFLIGER, Helv. Chim. Acta 37 (1954) 472.
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Acridonderivat X oxydiert, wihrend bei Luftausschlu@
das 9-Methylacridanderivat XI entsteht.

Diese Umwandlungen lieBen sich durch eine Reihe
chemischer Reaktionen weitgehend sichern. In saurem
Milieu konnte V in VI iibergefithrt werden, das seiner-
seits beim Erwirmen in starker Sdure IX lieferte. Beim
Beliiften einer salzsauren alkoholischen Lésung von X1
entstanden hauptsichlich IX und X, wihrend IX und
XI in alkalischem Milieu X lieferten. Die Oxydation
von XI zu IX, die bei der Chromatographie im Flief3-
mittel A nahezu quantitativ stattfindet, kann durch
Zusatz eines Antioxydans verhindert werden. Dement-
sprechend ist in Imipramin-Hydrochlorid-Lésungen, die
zur Stabilisierung Ascorbinsiure enthalten, Fleck IX
im FlieBmittel A (vgl. Tabelle 2) stark abgeschwicht,
wiihrend gleichzeitig ein Doppelfleck V/XI verstarkt auf-
tritt. Demnach diirfte IX weitgehend ein chromatogra-
phisches Artefakt von XI im sauren Fliefimittel dar-
stellen.

Tabelle 2. Gehalt an Begleitsubstanzen
in Tofranil ®-Wirksubstanz (Durchschnittswert in %)

IT 0.04
III 0,04
v 0,01
v 0,01
VI 0,03
IX/XT* 0,06
X** 0,01

* IX und XI wurden gemeéinsam abgeschitzt (nach Luftoxydation

von XI zu IX auf der Platte).
** Nur in Tofranil®-Dragées.

Mit Hilfe der synthetisierten Verbindungen konnten
die in Imipramin enthaltenen Verunreinigungen semi-
quantitativ bestimmt werden. In Tabelle 2 ist der Gehalt
an Neben- und Folgeprodukten als Durchschnittswert
einer grofleren Zahl von Tofranil®-Wirksubstanz-
Mustern angegeben. Durchaus vergleichbare Verhilt-
nisse liegen in Tofranil®-Ampullen und -Dragées vor.

Die pharmakologische Priifung ergab keine Anhalts-
punkte, dafl die im DC in Spuren nachgewiesenen Sub-
stanzen ungiinstige Nebenwirkungen auslésen kénnten.

K.ApANK und W. HAMMERSCEMIDT

Wissenschaftliche Laboratorien
der J.R.Geigy AG, Basel



