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224. C. N. Ionescu und I .  Cotani: 
uber die Langen be c k schen Esterasemodelle. 

Aus d. Biolog.-chem. Laborat. d. Pharmazeut. Fakultat Eukarest.] 
(Eingegangen am 9. Mai 1938.) 

In einer unserer friiheren Arbeiten') haben wir uns rnit der Kinetik der 
Esterasen beschaftigt, um einige RegelinaBigkeiten festzustellen. Wir fanden, 
daB die Geschwindigkeit der enzymatischen Rsterhydrolyse inehr von dem 
Yerteilungszustand des kolloidalen Katalysators als von der chemischen 
Struktur des Esters abhangt. Fast alle Eigenheiten dieser enzymatischen 
Hydrolyse konnen in1 Vergleich zii der nichtenzyinatischen leicht durch 
Sorptionserscheinungen und Veranderung des Dispersitatsgrades des Enzym- 
praparates erklart werden. Uiii in dieser Frage klar zu sehen, stellten mir 
uns die Aufgabe, einerseits die durch natiirliche und andererseits die durch 
die kiinstliche Esterase b a n g e n b e c  ks  Esterasemodell) katalysierte Ester- 
hydrolyse genau zu priifen. Dieses vergleichende Studiuni versprach sehr 
aufschluWreich zu werden, da nacli den Behauptungen Langenbec  ks2) 
seine Esterasemodelle fast alle Eigenschaften der natiirlichen Esterase besitzen, 
init Ausnahme des kolloidalen Charakters. Dieser Arbeitsplan konnte leider 
nicht durchgefiihrt werden, da aus unseren Versuchen einwandfrei hervorgeht, 
daW die Es t e rhydro lyse  du rch  d ie  Langenbeckschen  Es te ra se -  
niodelle, wenigstensdurch das  Uenzoylcarb inol ,  mit dem wir arbeiteten, 
n i ch t  k a t a l y s i e r t  wird.  

Langenbeck  zeigte in mehreren Arbeiten3), daLi einige organische 
Substanzen wie Benzoylcarbinol, Benzylalkohol, cr-Naphthylcarbinol, Glykol- 
saure-anilid, w-Oxy-acetophenon-carbonsaure-(4) 11. a. die Eigenschaft haben, 
die Esterhydrolyse zu beschleunigen. 

Die Hydrolyse des Methylbutyrats sol1 in Gegenwart von Benzoyl- 
carbinol sechs- bis siebenmal so rasch verlaufen wie ohne Katalysator. Der 
.iktirierungsprozeB ist folgender : zwischen Methylbutyrat und Benzoyl- 
carbinol findet eine Umesterung statt, indem Xethanol frei wird und sich 
der Buttersaure-benzoylcarhinolester bildet. Die Hydrolysengeschwindigkeit 
des Methylbutyrats wird von dem langsaineren ProzeW der Umesterung be- 
stimint, der sich in der oberen Schicht abspielt. Der Verfasser arbeitet in 
heterogenem, zweipliasigen Medium : mit Methylbutyrat gesattigtes Wasser, 
niit Wasser gesattigtes Methylbutyrat. 

Da bei den Langenbeckschen Enzymmodellen mehr von der ange- 
wandten l'echnik als von dem Prinzip selbst die Rede ist, niiissen wir einige 
Einzelheiten der Arbeitsweise anffihren. Die Hydrolysengeschwindigkeit 
wird nach Knaff l -Lenz4)  gemessen, indem die frei werdende Saure sofort 
in dem Hydrolysengemisch selbst mit n/,,-Barytlauge und Phenolphthalein 
als Indicator bestimnit wird. Man arbeitet deinnach bei einem hoheren pH 
als 8.3 und unter fortwahrender VolumvergriiWerung. Wahrend der Reaktion 
laRt inan einen Wasserstoffstrom durch die Fliissigkeit streichen. Unter den- 
selben Bedingungen werden gleichzeitig Blindproben mit Ester und Benzoyl-: 
carbinol ausgefiihrt. Nach dieser Technik erhielt der Verf. die Ergebnisse 
der Tafel 1. 

l )  Bul. SOC. Stiinte farmac. R o m h i a  11, 3 d  '19371. 
?) Bull. SOC. cliim. biol. 112, 627-630 [19353. 
3, B. 67, 387-391, 1204-1209 [1934]; 69, 514 [1936]. 
4, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 97. 242 [1023]. 
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Tafel  1. Verseifung v o n  Methy lbutyrat  unter  E inwirkung  der Es terase -  
mod el l e  (n a c h I, a n g  e n b ec k). 

0.41 
1.70 
2.70 
1.30 

1.11 

d. Katalysators I in Molen 
Katalysator 

Ohne Katalysator . . . . . . 
Glykolsaure-anilid . . . . . . 
Renzoylcarbinol . . . . . . . . 
Renzoylcarbinol . . . . . . . . 
p-Acetamino-benzoyl 1- 

carbinol . . . . . . . . . . . . . 

~ 

5 x 1Ok4 
5 x 10-4 
2 x 10-4 

5 x lo-* 

5 

- 
0.08 
0.33 
1.00 
0.30 

0.25 

10 

- 
0.17 
0.80 
1.38 
0.55 

0.51 

25 

- 
0.50 
2.20 
3.35 
1.80 

1.40 

30. 

- 
0.60 
2.70 
3.80 
2.18 

1.70 

Aus diesen von Langenbeck  erhaltenen Zahlen geht hervor, dal3 von 
allen untersuchten Substanzen das Benzoylcarbinol der aktivste Kataly- 
sator ist. 

Wegen der auflerordentlichen Bedeutung dieser Frage iiberprdte 
S. C. Olivier6) die Arbeiten Langenbecks  nach einer etwas abgeanderten 
Technik. Er bestimmte zunachst die Hydrolysenkonstante des Methyl- 
butyrats in Gegenwart der Hydroxylionen, beide in n/,,-Konzentrationen. 
Bei 30° fand er einen Mittelwert von 6.7. Dann arbeitete er in Gegenwart 
des Benzoylcarbinols, von dem er fur jedes Millimol Substrat 0.488 Millimol 
zugab. Nach Ablauf gleicher Zeiten fand er bei Anwesenheit des Katalysators 
ungefahr 82% verseiften Ester und ungefahr 79%, wenn dieser fehlt. Ol ivier  
erklarte diese geringe Beschleunigung der Hydrolyse dadurch, dafl das Benzoyl- 
carbinol im alkalischen Medium auch Lauge verbraucht, denn dessen Ge- 
schwindigkeitskonstante der Hydrolyse ist bei 30° gleich 0.4. Olivier fiihrte 
dann noch Verseifungen von Essigsaure-athylester mit und ohne Benzoyl- 
carbinol in Gegenwart von Natriumacetat aus und kam zum Schld, da13 das 
Benzoylcarbinol, das aktivste unter den Esterasemodellen von Langenbeck  
und Ba l t e s ,  die Esterhydrolyse weder in stark alkalischen, noch in Losungen 
init einem pH von ungefahr 9 oder niedriger merklich katalysiert. 

Langenbeck3  erklarte die negativ verlaufenen Versuche Oliviers  
folgendermaflen : es wurden nicht die vorgeschriebenen Arbeitsbedingungen 
eingehalten ; die Konzentrationen des Katalysators waren zu gering ; die 
Hydrolysengeschwindigkeit wurde in einem schon zu stark vorgeschrittenen 
Stadium (ungef2hr 80%) gemessen, und da dieses Stadium dem Endpunkte 
schon zu nahe war, m d t e n  selbstverstandlich fiir die Hydrolyse in An- 
oder Abwesenheit des Katalysators nahe liegende Werte gefunden werden. 
Olivier verteidigte jedoch die Richtigkeit seiner Anschauungen und be- 
hauptete aufs neue, dal3 das Benzoylcarbinol die Esterhydrolyse nicht kataly- 
siere’). Hiermit schlol3 die Polemik. Langenbeck anderte jedoch in einer 
spateren Arbeit8), in der er die Bemerkungen Oliviers  nicht mehr erwahnte, 
unbedeutende Einzelheiten der Arbeitsweise und hielt die Wirksamkeit der 
Esterasemodelle aufrecht. 

Nach diesem Stand der Dinge, und weil die Esterasemodelle fur unseren 
Zweck von grol3er Wichtigkeit waren, haben wir die Langenbeckschen 
Versuche wiederholt und gehofft, durch Benzoylcarbinol eine Beschleunigung 

”) Rec. Trav. chim. Pays-Bas 64, 322 [1935]. 
’) Rec. Trav. chim. Pays-Bas 64, 599 [1935]. 

*) B. 68, 776 [1935]. 
B. 69, 514 [1936]. 
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der Esterhydrolyse zu erreichen. Es sei von vornherein gesagt, daB wir bei 
diesen Versuchen die Langenbecksche Arbeitsweise auch in den kleinsten 
Einzelheiten eingehalten haben (s. Tafel 2). 

Tafe l  2. Verseifung yon Methy lbutyrat  in Gegenwart v o n  Rrnzoy l -  
c arb in ol  (n a c h I, an gen b e c k) . 

a) Hydrolysengemisch mit Blindprobm : 

Uber die L u n g  en b ec kschen Esterusernoddle. 

, 
b) Substrat (Akthylbutyrat) c) Benzoyl-carbinol Katalysator 

(Methylbutyrat + Renzoyl- 
carbinol) 

IGr. 

Methylbutyrat 0.50 ccm 0.50 CCl l l  

Benzoylcarbinol 0.25-mol. 0 
Wasser 2.00 ccm 2.00 rcm 

Temp. 80°. Zeit 30 &fin. 

I." \ I -  

a)  Methylbutyrat + 
Benzoylcarbinol b) Nethylbutyrat c) Benzoylcarbinol 

0 
2.00 ccm 
0.25-mol. 

1.25 
1.15 
1.85 
1.10 

I Verbrauchte ccm d.,-BafOH). 

1.35 

1.65 
1.33 

- 

1.45 1.40 
1.88 1.20 
1.57 1.16 
1.58 1.80 
1.69 1.13 
1.14 1.06 

lwert : 1.47 1.34 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

Mitt 

0.10 

0.09 

0.11 

0.12 

- 

- 

- 

-. . 

- _  

0.06 
0.10 

Aus Tafel 2 ersieht man vor allem, daW die Methode sehr ungenau ist. 
Denn, obwohl alle MaBnahmen getroffen wurden, um moglichst gleiche 
Arbeitsbedingungen zu haben, schwanken die erhaltenen Werte zwischen 
den einzelnen Versuchen dennoch in Grenzen, die bei derartigen Bestimmungen 
nicht erlaubt sind. Diese groBen Schwankungen sind, unserer Meinung nach, 
folgenden Umstanden zuzuschreiben : 

1) Das Fliissigkeitsvolumen ist zu klein (ungefar 2.5 ccm). 
2) Durch fortwahrende Zugabe von Lauge ist es unmoglich, das pH 

der Losung konstant zu halten. Auch wenn die Burettenspitze fein ausge- 
zogen ist, so wie es Langenbeck  in seiner letzten Arbeits) empfiehlt, ist es 
unmiiglich, lokale Konzentrationen der Lauge an deren Eintrittspunkt in 
die Liisung ganz zu vermeiden. 

3) Das Durchstreichenlassen eines Wasserstoffstromes durch ein auf 80° 
erhitztes Gemisch aus Wasser und Methylbutyrat verursacht eine fortwahrende 
Anderung der Wasser- und Ester-Konzentration. 

4) Nach Langenbeck  mu13 der verdampfte Ester von Zeit zu Zeit 
ersetzt werden. Dadurch andert sich jedoch die Verteilung des Benzoyl- 
carbinols zwischen den zwei Phasen fortwarend. Es ist demnach unmoglich, 
alle Faktoren auszuschalten, welche die Hydrolysengeschwindigkeit beein- 
flussen kiinnen. 

88; 



1370 Ionescu ,  Cotani: [ Jahrg. 71 

Nr. 

Hatten wir uns auf eine kleine Anzahl von Versuchen beschrankt, so 
konnten wir entweder die Ergebnisse Langenbecks  bestatigen, oder aber wir 
hatten das Gegenteil gefunden, und zwar, d& das Benzoylcarbinol die Ester- 
hydrolyse hemmt, je nachdem, oh die Versuchsfehler zufallig im Sinne der Ver- 
suche Nr. 3, 6, 7, 9 oder nach dem der Versuche Nr. 2,4, 8 ausgefallen waren. 

Zieht man das Mittel aus diesen 10 Versuchen, so ergibt sich ein Verbrauch 
von 1.47 ccm n/lo-Ba(OH)2 fur die Verseifung des Esters in Gegenwart des 
Katalysators. In  derselben Zeit verbraucht die Verseifung des Esters ohne 
Katalysator 1.34 ccm und die Zersetzung des Benzoylcarbinols 0.10 ccm 
Ba(OH)2, im ganzen also 1.44 ccm. Zwischen der Hydrolyse mit Katalysator 
(1.47 ccm) und der ohne Katalysator (1.44 ccm) ist demnach praktisch kein 
Unterschied. 

Wir sagen dies mit voller Zuriickhaltung, da die Ubereinstimmung 
zwischen den beiden Mittelwerten sogar in den Hundertstel ccm bestimmt 
ein Zufall ist. Die sich aus der angewandten Arbeitstechnik ergebenden 
Versuchsfehler sind zu groS, um einen sicheren SchluS zuzulassen; die 
erhaltenen Zahlen weisen trotzdem darauf hin. 

Um moglichst einwandfreie Ergebnisse zu erhalten, haben wir die Arbeits- 
weise Langenbecks  etwas abgeandert, das Prinzip jedoch beibehalten. 
Und zwar haben wir die von ihm vorgeschriebenen Substanzmengen propor- 
tional erhoht, indem wir sie mit 25 multiplizierten, und Konzentrations- 
anderungen, die von anderen Faktoren als vom VerseifungsprozeS selbst 
hervorgerufen werden konnen, ausgeschaltet. Die Reaktion verlauft in einem 
Dreihalskolben, der mit mechanischem Riihrwerk und RuckfluSkiihler 
versehen ist. Wahrend der Reaktion streicht durch die Flussigkeit ein Wasser- 
stoffstrom von konstantem Debit (Rotameter). Damit sich das Benzoyl- 
carbinol in der Blindprobe unter Bedingungen befindet, die denen der 
Hydrolysenflussigkeit maglichst nahe liegen, ersetzten wir in dieser Probe 
das Methylbutyrat durch die gleiche Menge Amylalkohol, dessen I,iislichkeit 
in Wasser ungefahr von derselben GroSenordnung ist wie die dieses Esters. 
Die Ergebnisse zeigt Tafel 3. 

T a f e l  3. Verse i fung  v o n  M e t h y l b u t y r a t  in  A n -  u n d  A b w e s e n h e i t  von 
Benzoylcarb inol  (nach  d e r  a b g e a n d e r t e n  Technik) .  

a) Hvdrolvsenaemisch mit Blindproben : 

Verbrauchte ccm n/,,-Ba (OH), 
a) Methylbutyrat + 

Benzovlcarbinol b) Methylbutyrat I c) Benzoylcarbinol 

~ - v  

Katalysator (Methyl- 
butyrat + Benzoylcarbinol) 

I Y 

b) Substrat (Methylbutyrat) c) Benzoylcarbinol 

Methylbutyrat 12.50 ccm 12.50 ccm Amylalkohol 12.50 ccm 
C0,-freies Wasser 50.00 ccrn 50.00 ccm 50.00 ccrn 

Indicator Phenolphthalein. Temp. 80" Zeit 15 Min. 
Benzoylcarbinol 0.25-mol. 0.00 ccm 0.25-moZ. 

1 
2 
3 
4 
5 

Mitt 
- 

9.05 

9.00 
7.20 
7.50 

.wert: 9.08 7.32 1.65 
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Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, verbraucht der Ester bei der Ver- 
seifung in Anwesenheit des Benzoylcarbinols 9.08 ccm d. s. 1.76 ccm mehr 
Lauge als in Abwesenheit dieses Katalysators. Diese Beschleunigung ist jedoch 
nur eine scheinbare, denn das Benzoylcarbinol zersetzt sich im alkalischen 
Medium und verbraucht unter denselben Bedingungen 1.65 ccm Barytlauge. 
Dies erklart den bemerkten Unterschied. Das Benzoylcarbinol beeinflufit 
demnach die Esterhydrolyse in keiner Weise. Diese erfolgt unter den von 
Langenbeck  festgelegten Bedingungen (alkalisches Medium und konstantes 
pH von ungefar 8.4) mit derselben Intensitat auch ohne Benzoylcarbinol. 

In  anderem Zusammenhang versuchten wir festzustellen, ob das Benzoyl- 
carbinol die Reaktion nicht vielleicht in entgegengesetztem Sinne katalysiert, 
d. h. die Synthese der Ester beschleunigt. Zu diesem Zwecke mischten wir 
Essigsaure mit Methylalkohol und gaben 3 yo Benzoylcarbinol dazu. Aderdem 
wurden zwei Blindproben ausgefiihrt , die eine enthielt Essigsaure, Benzoyl- 
carbinol und Aceton statt des Alkohols, die andere nur Essigsaure und 
Methylalkohol, ohne Katalysator. Die Ergebnisse zeigt Tafel 4. 

Tafe l  4. S y n t h e s e  von  M e t h y l a c e t a t  i n  A n -  u n d  A b a e s e n h e i t  v o n  
Benzoylcarbinol .  

a) Synthesengemisch Blindproben : . 
b) Essigsaure + Methanol c) Benzoylcarbinol (Essigsaure + Methanol + 

Benzoylcarbinol) 
Essigsaure 6.00 ccm 6.00 ccm 6.00 ccm 
Methanol 4.00 ccm 4.00 ccm Aceton 4.00 ccm 
Benzoylcarbinol 0.30 g 0 0.30 g 
Temp. 30°. Proben von je 2.00 ccm. 

Zeit in 
Stdn. 

0 
24 
48 
72 

168 

Verbrauchte ccm n/,-KaOH 
Essigsaure + Methanol 

+ Benzovlcarbinol I Essigsaure + Methanol I Benzoylcarbinol 

19.20 
17.40 
15.90 
15.20 
12.70 

19.25 
17.25 
16.00 
15.00 
12.60 

19.00 
19.05 
18.95 
18.95 
19.00 

Wie ersichtlich ist, nimmt die Esterifizierung in An- und Abwesenheit 
von Benzoylcarbinol genau denselben Verlauf. Das Benzoylcarbinol katalysiert 
demnach weder die Hydrolyse noch die Synthese des Esters. 

Zusammenf assung.  
Die Arbeit von Langenb eck iiber die Beschleunigung der Esterhydrolyse durch 

Esterasemodelle wurde in alkalischer Losung und bei konstantem PH nach der Technik 
dieses Verfassers wiederholt. Dabei haben a i r  festgestellt, daO die Methode zu ungenau 
ist, um Schliisse iiber eine katalysatorische Fahigkeit des Benzoylcarbinols zuzulassen. 

Durch Erhohung der Genauigkeit der Methode konnten wir feststellen, da13 das 
von Langenbeck  und B a l t e s  vorgeschlagene Esterasemodell, das Benzoylcarbinol, 
nicht fahig ist, die Hydrolyse oder die Synthese der Ester zu katalysieren, und demnach 
mit den natiirlichen Esterasen nichts gemein hat. 




