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367. Eugen Bamann und Marianne Meisenheimer: Katalytische 
Aufspaltung von Pyro- und Polyphosphaten (IV. Mitteil. iiber ,phos- 

phatatische" Wirkungen von Hydrogelen). 
[Aus d. Pharmazeut. Abteil. d.. Chem. Instituts d. Universitat Tubingen.] 

(Eingegangen am 26. September 1938.) 

Vor etwas mehr als 10 Jahren wurde auf die enzymatische Spaltung 
von Pyrophosphatverbindungen zu Orthophosphatverbindungen aufmerksam 
gemachtl). Diese Wirkung kommt, wie sich in letzter Zeit zeigen lieBa), 
einem Enzym zu, das unabhangig und verschieden von dem ortho- 
phosphor saur  e e s t er  - sp a 1 tend e n Enzym ist : Pyrophosphatase und 
Phosphoesterase konnen heute in enzymatisch einheitlichem Zustand dar- 
gestdt  werden. Vor kurzem ist nun eine ,,Polyphosphatase", also ein Enzym, 
das die Aufspaltung von Polyphosphorsauren in Orthoph'osphorsaure kataly- 
siert, bekannt geworden. Auch' ihm schreiben seine Entdeckera) S,onder- 
n a t u r  zu. Und ahnlich verhalt es sich mit der ,,Metaphosphatase". Dieses 
Enzym - anorganisches Metaphosphat in Orthophosphat umwandelnd - 
wird ebenfalls verschieden von der Phosphoesterase angenommen. 

Wahrend so den Katalysatoren der tierischen und pflanzlichen Zelle 
jeweils ein beschrankter Wirkungsbereich zugewiesen ist, vermissen wir diese 
Spezifitat bei den phosphatatisch wirksamen a nor ga nische n Katalysatoren: 
Gewisse Metallhydroxydgele, die wir zunachst bei der Spal tung von  
Estern") der Phosphorsaure,  spater bei der Uberfiihrung von a n -  
or g a nisc he m Met a p h osp ha  t ") in  Or t h o p hosp ha  t wirksam fanden, 
besitzen - wie wir in dieser Abhandlung darlegen - auch noch die Fahigkeit ,  
Pyrophosphorsaure sowie Polyphosphorsaure in  Orthophosphor- 
sau r e umzuwandeln ; somit erstreckt sich die phosphatatische Wirksamkeit 
dieser Hydrogele gleichzeitig auf die wichtigsten Derivate der Phosphor- 

1) C. Neuberg u. J .  Wagner, Biochem. Ztschr. 171, 485 [1926]; K. Lohmann, 
ebenda 803, 172 [1928]; H. D. Kay,  Biochem. Journ. 22, 1446 [1928]. 

*) E. Bauer, Naturwiss. 23, 866 [1935]; Ztschr. physiol. Chem. 239, 195 [1936]; 
E. Bamann u. H. G a l l ,  Biochem.Ztschr. 293, 1 [1937]. 

3) C. Neuberg u. H. A. Fischer, Enzymologia TI, 191 [1937]; 11, 241 u. 360 
[1938]. 

5, 111. Mitteil.: B. 71, 2086 [1938]. 
4) I. II. 11. Mitteil. dieser Untersuchungsreihe B. 71, 1711, 1980 [1938j. 
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saure6). Sie erfiillen also die Ihnktionen der Phosphoes te rase ,  der Meta -  
phospha ta se ,  der Pprophospha ta se  und der Polyphosphatase .  

1) S pa l  t u n g v on P y r  op h osp h o r s au r  e u n d T r i p  h osp h or saur  e. 
Eine Ubersicht iiber die Wirksamkeit der bisher gepriiften Hydroxyde 

vermitteln die nachstehenden Tafeln. Danach sind gegeniiber P y r  ophos- 
p h a t  sehr  wirksam die HydrOxq.de des Lanthans, des Cers, des Zirkoniums 
und des Thoriums. Von mi t t l e r e r  Wirksamkei t  sind das Yttrium- 
hydroxyd, das Bleihydroxyd und das Manganoxydhydrat. Zu den weniger 
wir ksanien zahlen die Hydroxyde des Magnesiums, des Zinks, des Alu- 
niiniums und des Eisens. Fur die Aufspaltung der Tr iphosphorsaure  
sind sehr  geeignet  das 1,anthanhydroxyd und das Yttriumhydroxyd, 
noch gu te  Wirksamkei t  zeigen Manganoxydhydrat und Eisenhydroxyd, 
schwachere die Hydroxyde des Aluminiunis und des Zinks. 

Tafel 1. S p a l t u n g  von  Pyrophosphorsaure .  

Katalysator 
(sowie Ausgangsverbindung) 

Lanthanhydroxyd 

Cerhydroxyd 

Yttriumhydroxyd 

.4luminiumhydroxyd 

Yagnesiumhydroxy d 

Zinkhydroxyd 
(0.1 g ZnC1,) 

Zirkoniumhydroxyd 
(0.092 g %rOU, + 9H,O) 

Thnriumhydroxyd 
(0.13 g Th(NO,), + 4H,O) 

Rleihydroxyd 
(0.1 g Pb(CH,COO), + 3H,O) 

Manganhydroxy d 
(0.1 g MnCI, + 4H,O) 

Eisenh ydroxyd 
(0.1 g PeCI, + 6H,O) 

Cobalth ydrosyd 
(0.1 g CoCI, + 6H,O) 

Nickelhydroxyd 
(0.1 g XiCl? + 6H,O) 

(0.1 g LaCI, + 7H,O) 

(0.15 g Ce(N0,),.2NH4K0,+4H20) 

(0.082 g YCI, + 6H,O) 

(0.1 g AlU, + 6H,O) 

(0.5 g MgCI, + 6HZO) 

PH 
im 

'ers.-Ans 

8.7 

8.5 

8.7 

8.9 

8.9 

8.7 

8.9 

8.9 

8.9 

8.7 

9.2 

8.7 

8.4 

Umaandlung (in Prozenten) 
nach (Stunden) 

2 

.1 

.1 

5.5 

0 

0 

0 

16 

12 

- 

- 

1.: 

- 

- 

- 

5 119 - 
17 

17 

10 

- 

1 

a 

22 

1s 

6 

I 

( 

( 

!4 

1.8 

50 

$7 

- 

- 

4 

1 

40 

37 

27 

6 

- 

1 

C 

18 

52 

52 

57 

- 

- 

5 

1 

54 

53 

- 

e 
- 

- 

- 

Vergleicht man die Geschwindigkeiten, mit denen die verschiedenen 
Abkommlinge der  Phosphorsaure  durch ein und dasselbe Gel gespalten 

G, Bs ist beabsichtigt, noch weitere Substrate, z. B. die der P h o s p h a m i n a s e n  
u ~ i d  der S n l f a t a s e n ,  auf ihr Verhslten gegeniiber Netallhydroxydgelen zu priifen. 
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14 

15 

1 

1 

3.5 

- 

Tafel 2. Spaltung von Triphosphorsaure. 

22 27 54 

29 42 62 

- 3.5 8 

2 3.5 8 

7 10 20 

- 9 -  

7 

I 

Umwandlung (in Prozenten) 
nach (Stunden) 

Lanthanhydroxyd 

Y ttriumhydroxyd 
(0.1 g LaU, + 7H,O) 

(0.082g YCI, + 6H,O) 
Aluminiumhydroxyd 

(0.1 g AlCl, + 6H,O) 
Zinkhydroxyd 

(0.1 g ZnC1,) 
Manganhydroxyd 

(0.1 g MnCl, + 4H,O) 
Eisenhydroxyd 

(0.1 g Feu, + 6H,O) 

8.7 

8 5  

8.9 

8.6 

8.7 

8 .3  

48 1 72 1 120 

bzw. umgewandelt werden, so ergibt sich im Falle des sehr wirksamen L a n -  
t h a n h y d r  oxy  d s folgendes Bild : 

Bei einer Wasserstoffionenkonzentration entsprechend pH etwa 8.5 
bewirkt das Gel aus 0.1 g LaCl, + 7H,O in 1 Stde. die Umwandlung von: 

14 Yo 14 % 8 %  4 Yo 

wenn die einzelnen Substrate in einer Konzentration vorliegen, daB auf den 
Ansatz von 10 ccm jeweils 26.4 mg P,O, entfallen; das sind: 0.051 g (NaPO,), 
+ 6H,O, 0.059 g Na,P,O,, + 6H,O, 0.083 g Na,P,O, + 10H,O, 0.1 g 
glycerin-P-phosphorsaures Natrium + 3 H,O. 

2) Vorge tauschte  und  wirkl iche ,,Aktivierung" der  Pyro -  
phosphatase .  

Die Ergebnisse unserer Untersuchung erfordern eine kritische Stellung- 
nahme zu den bisherigen Beobachtungen iiber ,,Akt ivierung" der tierischen 
und pflanzlichen P y r  op  h osp h a t a se  d u r  c h Met a l lsalze.  

Das Substrat der Pyrophosphatase wird nach unseren Befunden durch 
eine verhaltnismaBig gr  013 e Anzahl von Hydroxydgelen und verhaltnismaBig 
le ich t  in Orthophosphat iibergefiihrt. In  enzymatischen Versuchen, die 
in alkalischem Medium durchgefiihrt und denen Metallsalze zugefiihrt 
werden, ist demnach auf eine neben  de r  enzymat i schen  Ka ta lyse  
e inher laufende  Umwandlung des F'yrophosphats Riicksicht zu nehmen: 
Es diirfte bisher gelegentlich auch in solchen Fallen von einer ,,aktivierenden 
Wirkung" gesprochen worden sein, in denen die erhohte Substrat-Umsetzung 
durch Addition z weier , voneinander unabhangiger Vorgqnge, namlich der 
enzymatischen Katalyse u nd der katalytischen Aufspaltung durch Metall- 
hydroxyde, zustande kam. Feststellungen') wie : ,,Z i nk  aktiviert Bakterien- 
phosphatase, aber nu r  die  Pyrophosphatase"  bestarken uns in unserer 
Annahme. 

Die Warnung macht ein Eingehen auf die Frage notwendig, ob nicht 
etwa auch der am besten bekannte und interessanteste Fall der Pyrophos- 

Metaphosphat Triphosphat Pyrophosphat Glycerophosphat , 

7) C. Oppenheimer, Supplement zu ,,Die Fermente und ihre Wirkungen", Verlag 
Dr. W. J u n k ,  Den Haag 1936, I, S. 150. 
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phatase-Aktivierung, die Mg-Aktivierung, eine nur vorgetauschte ist. Das 
trifft nun nicht zu. Denn wir haben erst vor kurzem gezeigt, da13 schon 
geringe Mengen von Magnesiumsalzen die Wirksamkeit der tierischen Pyro- 
phosphatase um viele  Tausende  Prozent erhohen konnen*). Dem parallel 
verlaufenden Prozel3 der katalytischen Umwandlung des Substrats durch 
Magnesiumhydroxyd komrnt dabei mengenmaBig keinerlei Bedeutung zu. 
fjberdies ist es fraglich, ob in Anwesenheit von NH,-Ionen (Venvendung von 
Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer in den Versuchen mit Pyrophosphatase) 
uberhaupt Magnesium h y d r  oxy  d im Reaktionsmedium vorhanden ist. 

3) S p a1 t u n g v o n P y r op  h o s p  h o r s a u  r e -E s t e r n. 
Auch die Aufspaltung von E s t e r n  der  Pyrophosphorsaure  in 

Or thophosphorsau re  und Alkohol laat sich mit Hilfe geeigneter Hydrogele 
durchfiihren ; in einem orientierenden Versuch haben wir die Spaltung von 
Diphenylpyrophosphorsaure durch Lanthanhydroxyd verfolgt : 

Vers.-Ans. 0.061 g Diphenylpyrophosphorsaure (entspr. 26.4 mg P,O,), 
1 ccm 2.5-n. Amrnoniak-Ammonchlorid-Puffer p~ = 8.9, 0.1 g LaC1, + 7 H,O, 
p~ des Ans. = 8.3. 
U m s e t z u n g  (Stan.): 2 5 8 24 48 120 

1% 2 %  4 %  10% 15% 26% 

Die Umsetzungsgeschwindigkeit ist in An fa  n g sz e i t e n etwa die gleiche 
wie bei der Phenylphosphorsaure (I. Mitteil. dieser Untersuchungsreihe). 

Ob irn Falle der Diphenylpyrophosphorsaure die Esterbindung und die 
Pyrophosphatbindung gleichzeitig gelost werden, oder ob bevorzugt eine 
stufenweise Spaltung erfolgt, konnen wir nicht entscheiden. Im Gegensatz 
zu der differenzierterenenzymatischenSpaltung, beider zwei Katalysatoren, 
die Phosphoesterase und die Pyrophosphatase, beteiligt sein konnen, kommt 
dieser Frage auch keine prinzipielle Bedeutung zu. 

4) Zur  D u r c h f u h r u n g  der  Versuche.  
Die Versuchsanordnung wahlten wir wie in den vorausgehenden Untersuchungen. 

Die Ansatze von 10 ccm enthielten 0.083 g Na,P,O, + 10H,O bzw. 0.059 g NabP,O,, 
+ 6H,0° )  lo) bzw. 0.061 g Diphenylpyrophosphorsaure (entspr. 26.4 mg P,O,), 1 ccm 
2.5-n.Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer, PH 9.2 bzw. 8.9. Das PH der Ansatze betrug 
8.9 bis 8.2. Die Versuchstemperatur war 370. Unter diesen Bedingungen erfolgt keine 
mefibare Selbst-Umwandlung des Pyro- und Polyphosphats. Sie ist jedoch erheblich 
im sauren Medium. Daher wird jeweils wie im Falle der Versuche mit Metaphosphat 
(111. Mitteil.) die wahrend der Farbentwicklung (bei Aufarbeitung der Analysenproben) 
vor sich gehende Umwandlung in einem Parallelversuch gemessen. 

Die William-G. Kerckhoff-Stiftung zu Bad Nauheim hat unsere 
Untersuchungen durch Gewahrung eines Forschungsstipendiums an Frl. 
Dr. M. Meisenheimer gefordert. Wir sprechen dafiir unseren aufrichtigen 
Dank aus. Ferner danken wir Hrn. A. Carl  fur die freundliche Mithilfe bei 
Durchfiihrung der Versuche. 

6) E;. B a m a n n  u. H. Gall ,  Biochem. Ztschr.' 293, 1 [1937]. 
0 )  H. H u b e r ,  Ztschr. anorgan. allgem. Chem. 230, 123 [1936]; Angew. Chem. 60, 

323 [1937]. 
10) Das Praparat von N a t r i u m t r i p o l y p h o s p h a t  haben uns in liebenswiirdiger 

Weise die Chem. Werke vorm. H. u. E. Alber t  A.-G., Amoneburg bei Wiesbaden- 
Biebrich, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren herzlichsten 
Dank ausdriicken. 




