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Some Practlical Aspects of Beta-Hydroxyethyl-2, 4-Dinitrophenyl-Disulfide Synthesis
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Grupa tiolowa jest jednym z waznych czynnikéw struktury pierwszorze-
dowej peptyddow i bialek. Ze wzgledu na polarne wiasnosci ma szereg cech
determinujacych nie tylko budowe, ale rowniez wiele istotnych elementéw
okreslajacych biologiczne wlasnosci. Szereg dowodoéw wskazuje na to, ze wy-
stepuje ona w centrach aktywnych enzymoéw (12) i bialek antygenowych (6).
Sktania to wielu analitykéw do rozwigzania szeregu zagadnienn metodycznych
dotyczacych okres$lania grup tiolowych. Realizacji tego mozna dokonaé¢ na pod-
stawie trzech sposobow: opierajac sie na roéznych dwusiarczkach utleniajacych
grupy — SH (1, 4, 5, 10, 11, 14, 15), wykorzystujac zwigzki dzialajace na za-
sadzie indywidualnych wlasnosci otrzymanych produktéw reakeji (6, 8, 9, 12,
13, 16) oraz na podstawie pomiaréw amperometrycznych (2). W naszym Zakla-
dzie od szeregu lat rozwigzywany jest problem struktury pierwszorzedowej
peptydow i niektéorych antygenowych bialek. Obecnie interesuje nas zagadnie-
nije zwigzane z okreslaniem grup tiolowych. Literatura, jak wspomniano, su-
geruje szereg analitycznych propozycji. Zastanawiajac sie nad tym, mozna
bylo dojs¢ do wniosku, ze najodpowiedniejsza bedzie technika opracowana
przez Bitnego (3, 4, 5) przy zastosowaniu dwusiarczku beta-hydroksyety-
lo-2,4-dwunitrofenylowego (HEDD). Przypuszczano bowiem, ze powyzszy od-
czynnik moze by¢ latwo dostepny na drodze syntezy. Jednak w trakcie synte-
zy HEDD spotkano sie z wieloma trudno$ciami, poniewaz, niektére wyjsciowe
zwigzki otrzymywano opierajac sie na informacjach pochodzacych sprzed kil-
kudziesieciu lat (18). Gdy pokonano zrédlowe przeszkody okazalo sie, ze nie-
ktére przepisy sa nieodtwarzalne. Zbierajac caloéé zagadnienia przekonano
sig, ze wobec dotychczasowego braku syntetycznego opracowania wskazane by-
loby krotkie zestawienie wszystkich probleméw zwigzanych z syntezg HEDD,
tym bardziej, ze w trakcie realizacji wprowadzono szereg metodycznych
usprawnien wiodacych do zmniejszenia zuzytych substancji wyjSciowych oraz
skrécenia czasu przeznaczonego do pelnej syntezy.
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MATERIALY I METODY

Dwusiarczek beta-hydroksyetylo-2,4-dwunitrofenylowy otrzymano z Woj-
skowego Instytutu Higieny i Epidemiologii (prof. dr Stanislaw Bitny-Szlachto).
Dalsze odczynniki pochodzily z Centrali Chemicznej — Gliwice i charaktery-
zowaly sie nastepujacym stopniem czystoSci: wodorotlenek potasu cz.d.a., nad-
manganian potasu cz.d.a., chlorek wapnia bezwodny cz.d.a., kwas siarkowy
stezony cz.d.a., kwas solny stezony cz.d.a., pieciotlenek fosforu cz., pierwszo-
rzedowy ortofosforan potasu cz.d.a., dwurzedowy ortofosforan sodu dwuwod-
ny czd.a., parafina (brak danych), siarka krystaliczna cz., 2-merkaptoetanol
cz., 2,4-dwunitrochlorotenzon cz.d.a., cysteiny chlorowodorek (brak danych)
i alkohol etylowy 95% cz.d.a.

Pozostale zwiazki i odezynniki przygotowywano w nastepujacy sposob:
chlorek wapnia — kazdorazowo przed bezpo$rednim uzyciem prazono na ga-
zowym plomieniu w otwartym tyglu przez 6 godz. czterochlorek wegla —
przed uzyciem osuszano wyprazonym bezwodnym chlorkiem wapnia; siarko-
woddér — w kolbie plaskodennej ogrzewano gazowym palnikiem mieszaning
300 g krystalicznej siarki i 100 g rozdrobnionej parafiny (17), a otrzymany
siarkowodér przepuszczano przez pluczke napelniona woda oraz rurke z bez-
wodnym chlorkiem wapnia; kwasny siarczek potasu — 5 g wodorotlenku po-
tasu w 10 ml wody destylowanej i 190 ml 95% etanolu, nasycano siarkowodo-
rem w temp. 0°C, konczac ten proces z chwilg osiggniecia stechiometrycznej
rownowagi wyrazajacej si¢ 3 g wzrostem ciezaru reagujacej mieszaniny, chlor
— do kolby ssawkowej zawierajacej 100 g nadmanganianu potasu wprowa-
dzano za posrednictwem wkraplacza stezony kwas solny, po czym chlor oczysz-
czano i osuszano przepuszczajac go kolejno przez stezony kwas siarkowy i pie-
ciotlenek fosforu, bufor fosforanowy — pH — 6,85 — otrzymywano przez wy-
mieszanie 52,2 ml 1/15 M drugorzedowego ortofosforanu sodu z 47,8 ml 1/15 M
pierwszorzedowego ortofosforanu potasu, roztwér HEDD — 7 mg preparatu
rozpuszezano w 1 ml 95% etanolu i uzupelniano buforem fosforanowym pH —
6,85 do 50 ml. Wysycenia siarkowodorem wzglednie chlorem dokonywano w
szklanych zestawach zaopatrzonych w korki i weze gumowe. Do oddzielenia
produktow statych cd plynnych stosowano lejek G-3, kolbe ssawkowa oraz
pompe wodng. Nadmiar rozpuszczalnikéw organicznych usuwano pod proéznig
na lazni wodnej przy pomocy zestawu zaopatrzonego w szklane szlify. Tem-
perature topnienia okreslano przy pomocy aparatu powszechnie stosowanego
w laboratorium. Pomiaréw absorbancji dokonano w 1 ¢m naczynkach kwarco-
wych przy pomocy spektrofotometru typ VSU-2P przy dlugosci fali 408 nm.

BADANIA WEASNE
Synteza: 2,4-dwunitrotiofenol

7,5 g 2,4-dwunitrochlorobenzenu w 25 ml 95% etanolu o temp. 40°C wpro-
wadzano do 200 ml $wiezo otrzymanego alkoholowo-wodnego roztworu kwas-
nego siarczku potasu. Mieszanine pozostawiono w temperaturze pokojowej
przez 30 min. Nastepnie przenoszono jg do 500 m! wody destylowanej. Usu-
wano produkty uboczne nierozpuszczalne w wodzie poprzez sgczenie pod proz-
nig. Roztwoér zakwaszano stezonym kwasem solnym wobec papierka wskaz-
nikowego. 2 4-dwunitrotiofenol pod postacig zéltej drobno krystalicznej sub-
stancji oddzielano od rozpuszczalnika przy uzyciu lejka i prézni. Po wysusze-
niu przez 48 godz. nad pieciotlenkiem fosforu w temperaturze pokojowej 2,4-
-dwunitrotiofenol stuzyl jako substrat do dalszej syntezy (wydajnos¢ 87,7%).
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Synteza: chlorek 24-dwunitrosulfeniowy

Nasycano gazowym chlorem 6,5 g 2,4-dwunitrotiofenolu zawieszonego w
100 ml czterochlorku wegla i ogrzewano do wrzenia na laZni wodnej pod
chlodnicg zwrotna. Proces konczono po jednej godzinie, tj. najczeSciej w mo-
wencie, gdy z mieszaniny reakcyjnej zaczgl wydziela¢ si¢ wolny chlor oraz
gdy nastgpilo wyrazne roztworzenie substratu. Na gorgco przesaczano odrzu-
cajac cze$é mierozpuszezalng. Z roztworu usuwano pod zmniejszonym ci$nie-
niem nadmiar rozpuszczalnika. Destylacje przerywano, gdy pojawialy sig
pierwsze krysztalki chlorku 2,4-dwunitrosulfeniowego. Po oddzieleniu suszo-
no produkt przez dwa dni w préini nad pieciotlenkiem fosforu w temperatu-
rze pokojowej (wydajnosée 40,7%).

Synteza: dwusiarczek beta-hydroksyetylo-2,4-dwunitrofenylowy

2 g chlorku 24-dwunitrosulfeniowego zawieszano w 15 ml 95% etanolu
i dodawano 0,8 g 2-merkaptoetanolu. Po 5 minutach reakcja przebiegala do
konca. Krystalizacje inicjowano przy pomocy szklanej bagietki. Po godzinie
oddzielano surowy produkt z mieszaniny ozigbionej do 0°C. W dalszej kolej-
noéci rozpuszeczano go na gorgco w 25 ml 95% etanolu oraz dodawano 0,2 g
wegla aktywnego i ogrzewano przez 15 min. Ostateczng krystalizacje prze-
prowadzano z roztworu w temperaturze pokojowej po uprzednim usunigciu
wegla. Otrzymane krysztatki mialy postaé zoéttych igiel (temperatura topnie-
nia 105—106°C, wydajnosé 85,1%).

Poréwnawcze okre$lenie przebiegu reakeji miedzy cysteing a otrzymanym —
i wzorcowym — HEDD

1 ml wodnego roztworu cysteiny (5 ug/ml) mieszano z 3 ml roztworu HEDD
— otrzymanego na drodze syntezy w buforze fosforanowym pH — 6,85. Jed-
noczes$nie przygotowywano w identyczny sposéb mieszanine skladajacy sie z
roztworu cysteiny i HEDD — wzorcowego. Odczytéw adsorbancji dokonywa-
no przy 408 nm w réznych odstepach czasu wobec $lepej préby skladajacej sie
z 1 ml wody i 3 ml roztworu kolejnych obu wspomnianych preparatéw HEDD.
Zmierzone absorbancje oraz okresy wykonywanych pomiaréw ilustruje tab. 1.

Tab. 1. Przebieg reakcji pomiedzy cysteing i HEDD ustalony na podstawie zmierzo-
nej absorbancji w réinych okresach czasu. A; i A, — absorbancja dla: otrzyma-
nego- i wzorcowego-HEDD, t — czas w minutach
The process of reaction between cysteine and HEDD ascertained on the basis of
measured absorbances in various periods of time. A; and A, — absorbance for
obtained- and standard-HEDD, t — time in minutes

t A, A,
1 0,40 0,40
2 0,48 0,48
4 0,55 0,55
6 0,58 0,58
8 0,59 0,59
10 0,59 0,59
12 0,59 0,59
20 0,59 0,59

30 0,59 0,59
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OMOWIENIE WYNIKOW

Przy poszczegélnych etapach syntezy dwusiarczku beta-hydroksyetylo-2,4-
-dwunitrofenylowego (HEDD) wprowadzono szereg zmian, ktére stanowig
uzupelnienie cytowanych syntez tego odczynnika (3, 7, 18). Przy preparatyce
kwasnego siarczku potasu zastosowano siarkowodor, ktéry pochodzil z reak-
cji siarki krystalicznej i parafiny. Tg drogg wyeliminowano klopotliwe w uzy-
ciu aparaty Kippa i trudno juz dzié dostepny piryt. Ow sposéb otrzymy-
wania mial jeszcze te dobra strone, ze nie wystepowaly pary chlorowodoru,
ktére w mieszaninie reakcyjnej moglyby tworzyé¢ duze ilosci chlorku potasu
zanieczyszczajacego glowny produkt. Przy zastosowaniu siarkowodoru ,,para-
finowego” eliminowano w zasadniczy sposéb tworzenie sie ubocznych produk-
tow. Ten moment byt istotny, bo gdy uzyto kwasnego siarczku potasu z chlor-
kiem potasu i bez, to zauwazono, ze wydajno$¢ procesu syntezy 2,4-dwunitro-
tiofenolu wzrastata z 62,2 do 87,7%.

Przy otrzymywaniu kwasnego siarczku potasu zwrécono uwage na do-
kladnosé ustalenia momentu ukonczenia reakcji na zasadzie kontrolnych wa-
zen. W przypadku zbyt dlugo trwalego nasycania tworzy! sie siarczek obojet-
ny, a nawet zauwazono siarke koloidalng klopotliwa do usuniecia. Przy za-
kwaszaniu bezposrednio po otrzymaniu 2,4-dwunitrotiofenolu stwierdzono, ze
kwas siarkowy nie byl odpowiedni do tego (18). Natomiast zastosowanie kwa-
su solnego pozwolito szybciej i latwiej oddzieli¢ uboczne produkty. Zauwazo-
no, ze sposéb chlorowania mial wplyw na wydajnos¢ chlorku 2,4-dwunitrosul-
foniowego. Zwroécono szczeg6élnag uwage na odpowiedni moment ukonczenia
wysycania, bowiem zlekcewazenie go na tym etapie syntezy prowadzilo by do
duzych strat.

Ostateczny produkt syntezy poddawano sprawdzeniu. Podstawa bylo po-
rownanie go z wzorcowym — HEDD. W tab. 1 zilustrowano wyniki pomia-
réw. Okazalo sig, ze gdy w tych samych warunkach przeprowadzone odezyty,
mialy identyczne wyniki. Ten moment stal sig istotnym potwierdzeniem przy-
datnos$ci otrzymanego odczynnika do okreslania grup tiolowych.
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PE3IOME

B ckatoii popme cobpaHo cnocobst nonyueHus aucynsdupa Gera-ruapokcuITMno-2,4-
AMHMTPOEHONOBOrO BMeCTe C MOAMMDUKALMEN HEKOTOPbLIX ITAMNOB CHHTE33 3TOrO ABAEHUA.
KoHeuHbIi NPOAYKT NPORBMA vepTbl, KOTOPbIE AAIOT BO3IMOMHOCTL NPHMeEHWTL ero k 06o-
3IHAYEHMIO TMONOBLIX rpynn.

SUMMARY

Short descriptions concerning the method of obtaining beta-hydroxyethyl-2,
4-dinitrophenyl-disulfide have been gathered and some stages of the synthesis of
this compound have been modified. The final product can be used to determine
the sulfhydryl groups.






