1958 471
CHEMISCHE BERICHTE
Fortsetzung der
BERICHTE DER DEUTSCHEN CHEMISCHEN

GESELLSCHAFT
91. Jahrg. Nr. 3 S. 471—690

EuGEN BAMANN und WOLF-DIETRICH MUTTERLEIN

Auftreten und Ursache zweier py-Wirkungsoptima bei der metall-
ionenkatalytischen Spaltung von Phosphorsiureestern?

Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitdt Miinchen

(Eingegangen am 6. November 1957)

Herrn Professor Dr. Wolfgang Grafmann zum 60. Geburtstag

Bei der metallionenkatalytischen Spaltung (Ce3®, Ce4®, La3®) von Phosphor-
siureestern treten zwei pr-Wirkungsoptima auf, das erste im schwach alkali-
schen Gebiet, das zweite bei px um 10. Es besteht eine charakteristische Zeitab-
hingigkeit der beiden Maxima, indem nach kurzer Hydrolysedauer das zweite
im stirker alkalischen Gebiet mehr hervortritt, wihrend nach lingerer Zeit stets
das erste im mehr neutralen Bereich iiberwiegt. — Ursache fiir beide Er-
scheinungen ist das Vorliegen zweier getrennter, wenn auch sehr dhnlicher Reak-
tionsmechanismen, bei denen entweder das Me(OH)2® oder — in stdrker
alkalischem Milieu — das Me(OH)ze’ als Reaktionspartner zur Bildung des
Reaktions-Zwischenproduktes mitwirken. — Fiir die Erkldarung &hnlicher, noch
ungekldrter 'Bcobachtungen auf dem Gebiete der enzymatischen Katalyse
konnen die gewonnenen Einblicke von Nutzen sein.

Bei der Hydrolyse aliphatischer Mono-ester der Phosphorsdure mit Hilfe von
Salzen seltener Erdmetalle findet sich auBer dem bereits bekannten Wirkungsoptimum
im schwach alkalischen Milieu? ein weiteres zweites Maximum bei pu etwa 10.

Eine typische Aktivitits-pu-Kurve dieser Art ergibt sich bei der Spaltung der
Glycerin-f-phosphorsiure ; die Kurven anderer untersuchter Ester zeigen einen ganz
dhnlichen Verlauf.

Es ist auffallend, daB nach kurzer Hydrolysedauer das zweite Maximum im stérker
alkalischen Gebiet etwas mehr hervortritt, wihrend nach lingerer Zeit stets das erste

1) XX. Mitteil. der in Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1711, 1980, 2086, 2233 [1938]; Chem.
Ber. 81, 442, 451, 455, 463 {1948]; Biochem. Z. 325, 413 [1953/54], 326, 89, 161, 237 [1954/55];
Chem. Ber. 88, 199 [1955]; Biochem. Z. 326, 507 [1954/55]; Chem. Ber. 88, 1726, 1846 [1955];
Biochem. Z. 328, 12 {1956/571; Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 289/61, 338,428
{1956], verdffentlichten Untersuchungsreihe. Vgl. auch: Naturwissenschaften 43, 326 [1956],
44, 232, 328 {1957].

2) B. BAMANN, Angew. Chem. 52, 186 [1939]; E. BAMANN, J. RieaL und R. Nicorai, Bio-
chem. Z. 328, 12 [1956/57].
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Optimum im mehr neutralen Bereich iiberwiegt. Fiir das Auftreten dieser beiden
Maxima ist es ohne Belang, ob Cer(I111)-, Cer(IV)- oder Lanthan-Salz als Katalysatoren
fungieren. Eine Erh6hung oder Verminderung der Metallionen-Konzentration sowie
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auchlder Wechsel in der Zugabefolge der Reaktionsteilnehmer verindern das cha-
rakteristische Kurvenbild nicht.

Bei aromatischen Estern scheint sich ein dhnliches Verhalten zu ergeben; vorerst
haben wir dies beim Mono-p-kresyl-phosphat festgestellt (vgl. Abbild. 3).

Fiir das Zustandekommen der pu-Abhiingigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit ist
sowohl die Eigenart des Katalysators als auch jene des Substrates mitbestimmend?.
Wie wir in einer folgenden Arbeit nachweisen, wirkt sich indessen die Esterstruktur
vornehmlich auf die Lage des ersten pr-Optimums aus, wihrend die chemischen
Eigenschaften der Katalysatoren beim Auftreten beider Maxima zur Geltung kommen.

Die Hydroxyde der seltenen Erdmetalle werden in Gegenwart von wenig Ammoniak
in basische Salze Uibergefiihrt4 9, Bei niedrigem pu ist das La(OH)2® vorhanden, in
einem hGheren pr-Bereich dagegen das La(OH)§B .Infolgedessen miissen zwei getrennte,
wenn auch sehr dhnliche Spaltungsmechanismen vorliegen, bei denen entweder das
La(OH)2® oder — in stidrker alkalischem Milieu — das La(OH)g" als Reaktionspartner
zur Bildung des Reaktions-Zwischenproduktes mitwirken.

Die Annahme zweier verschiedener Reaktionsmechanismen erklért die beobachtete
charakteristische Zeitabhiingigkeit der beiden Maxima (vgl. Abbild. 1). Anfinglich
tberwiegt die Spaltung im stirker alkalischen Bereich, bei lingerer Reaktionszeit
aber ist die Hydrolyse im mehr neutralen Medium beim ersten Optimum am grofiten:
Der Versuchsansatz verarmt an katalytisch wirksamem Lanthan schneller bei héheren
pe-Werten, da zur Verseifung einer Molekel Ester zwei La(OH);" bendtigt werden
(Gl. 2), die dann als La(OH); + LaPQ4 ausfallen. Eine weitere Mitbeteiligung
an der Reaktion ist nur in dem Mafle moglich, wie — entsprechend dem Massen-
wirkungsgesetz — aus beiden Verbindungen Lanthanionen in Losung gehen. Im

3) Die Festlegung der pm-Werte erfolgte mittels ,,Spezialindikator-Papier Merck. Be-
stimmungen auf elektrometrischem Wege (pu-Meter nach L. PusL) ergeben jeweils niedrigere
pu-Werte, so daB bei Zugrundelegung dieser MeBwerte sich die Kurvenbilder etwas nach dem
Neutralen hin verschieben.

4) D. KRUGER und E. TscHIRCH, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 2776 [1929].

3) R. C. Vickery, Chemistry of the Lanthanons, S. 213, Butterworth Sci. Publ., London
1953,
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mehr neutralen Gebiet dagegen wird zur Spaltung einer Estermolekel nur ein La(OH)2®
gebraucht (Gl 1), welches dann als katalytisch unwirksames LaPO, abgeschieden
wird.

Spaltungsmechanismus im mehr neutralen Gebiet (63}
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Hierdurch ist auch eine Erkldarung fiir das Auftreten der beiden Maxima gegeben,
die bei der katalytischen Einwirkung von Lanthanionen auf die Guanidin-phosphor-
siure beobachtet wurden®. Auch bei der Einwirkung von Cer(I11)- und Cer(IV)-Salz
kommt es dabei zu zwei Hydrolyseoptima; sie sind nur nicht so deutlich ausgeprégt
wie bei der Aktivitits-pr-Kurve mit Lanthan und haben deshalb zunichst keine Be-
achtung gefunden. Es ist also bei den Phosphoamiden die gleiche Erscheinung vorhan-
den, und es ist bemerkenswert, daB beide Maxima etwa dieselbe Lage haben wie bei
den Monoestern der Phosphorsdure.

Bei der Hydrolyse der Phosphorsdure-monoester ohne katalytische Mitwirkung von
Metallionen treten ebenfalls zwei Hydrolyseoptima auf, die aber im sauren Gebiet liegen7,8,9);
sie werden von W. W. Butcher und F. H. WESTHEIMER19) erklért: Die relativ starke Hydro-
lyse bei pu 4 im Gegensatz zum langsameren Verlauf bei px 1 und p= 8 wiirde zeigen, daB
das Monoanion ROPO3;H® rascher verseift wird als das Dianion ROPO32° (bei etwa pr 8)
oder als die nichtionisierte Sdure (unter pu 4). In sehr starker Sidure (pu-Werte unter pu 0)

6) E. BAMANN, L. FERNANDEZ SANCHEZ und H. TRAPMANN, Chem. Ber. 88, 1846 [1955}).
7). M. C. BAILLY, Bull. Soc. chim. France, Mém. 9, 314 [1942).

8) A. DesioBeRT, Bull. Soc. chim. France, Mém. 14, 809 {1947].

9) A. DessoBerT, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 224, 575 [1947].

10) J, Amer. chem. Soc. 77, 2420 {1955].
31+
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werden die Ester ebenfalls schnell verseift; die Autoren nehmen an, daB in diesem Bereich
zusitzliche Mechanismen in der Hydrolyse dominieren, die durch die Spaltung der (C—O)-
Bindung bedingt sein wiirden. Die Ursache fiir das Auftreten dieser beiden Maxima liegt
also hier — anders als im Falle der metallionenkatalytischen Spaltung — beim Substrat.

Die so gewonnenen Einblicke in die Verursachung mehrerer pa-Wirkungsoptima
bei katalytischen Umsetzungen diirften fiir die Erkldrung &hnlicher Erscheinungen
auf dem Gebiete der enzymatischen Katalyse, wo man heute noch auf die Wahl unter
mehreren in Betracht zu ziehenden Moglichkeiten angewiesen ist, nicht ohne Be-
deutung sein.

ERGEBNISSE SPEZIELLERER ART

1. Spaltung der Substrate mit Lanthan und 3-wertigem Cer

Bei allen 10 untersuchten aliphatischen Estern zeigt der Verlauf der Aktivitits-py-
Kurven die gleiche Tendenz. Dariiber hinaus ergeben sich noch folgende Tatsachen!l:

3-wertiges Cer spaltet alle untersuchten aliphatischen Ester besser als Lanthan; die
schnellere Hydrolyse durch Cer tritt besonders bei nichtsubstituierten Estern hervor.

Stark ausgeprigte Maxima werden bei denjenigen Estern gefunden, die Hydroxyl-
gruppen in der Alkoholkomponente tragen. Das erste Optimum im mehr neutralen
Gebiet ist hinsichtlich seiner Lage besonders abhingig von der chemischen Struktur
der Substanz und unterliegt deutlichen Verschiebungen. Auf die Lage des zweiten
Maximums wirkt sich bei den bisher gepriiften aliphatischen Estern die chemische
Struktur weit weniger aus; das Optimum wird um px 10 gefunden.

2. Verseifung einiger Ester mittels 4-wertigen Cers

Die beiden Wirkungsmaxima treten auch im Falle der Cer(IV)-Katalyse auf, und
zwar bei etwa den gleichen pu-Werten, wie sie bei den Versuchen mit Cer(III)- und
Lanthan-Salz gefunden werden (Abbild. 2 und 3).

Uber Wertigkeit und phosphatatische Wirksamkeit eines Katalysators liegen bereits
Beobachtungen vor$.12-16), Dazu kommen nunmehr Befunde bei einigen weiteren
Estern der Phosphorsiure: 3-wertiges Cer hydrolysiert Mono-dthyl-phosphat bei
jedem pm und nach jeder Versuchszeit rascher als das 4-wertige (vgl. Abbild. 2).
Mono-p-kresyl-phosphat wird dagegen bei allen pz-Werten und unabhingig von
der Hydrolysedauer durch 4-wertiges Cer schneller verseift als durch 3-wertiges Cer
oder Lanthan (vgl. Abbild. 3). Die unterschiedliche Hydrolysegeschwindigkeit ist
besonders ausgeprigt im Bereich von pu 7.5 bis pu 8.5. Dieser Befund wird er-
ginzt durch die Beobachtung eines Mitarbeiters von Herrn Professor Dr. S. Aka-
MATsUL? (Chiba, Japan), wonach bei der Spaltung des Mono-phenyl-phosphats das

11) Tabellarische Zusammenstellung der Versuchsergebnisse bei W.-D. MUTTERLEIN, Disser-
tat. Univ. Miinchen 1957.

12) Chem. Ber. 88, 199 [1955].

13) E, BAMANN und H. TRAPMANN, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 289/61,
338 [1956].

14) E, BAMANN, A. RoTHER und H. TRAPMANN, Naturwissenschaften 43, 326 [1956).

15) E. BAMANN, H. TRAPMANN und A. ROTHER, Naturwissenschaften 44, 232 [1957].

16) E. BAMANN, M. STEBerR, H. TRAPMANN und I. BRAUN-KRASNY, Naturwissenschaften
44, 328 [1957).

17) Persénl. Mitteil. von Herrn Prof. Dr. S. AKAMATSU.
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4-wertige Cer ebenfalls wirksamer als das 3-wertige Cer ist. Nach diesen Erfahrungen
1aBt sich vermuten, daB aliphatische Phosphorsiure-ester durch 3-wertiges, aro-
matische Substrate dagegen durch 4-wertiges Cer schneller hydrolysiert werden.
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E. BaManN und H. TRAPMANN12 haben die geringe Hydrolysegeschwindigkeit bei
den Versuchen mit 4-wertigem Cer ausschlieBlich dem wihrend der Reaktion ent-
stehenden 3-wertigen Cer zugeschrieben und dem 4-wertigen Cer die Funktion einer
Phosphoesterase abgesprochen. Nach unseren jetzigen Befunden kann an der phos-
phatatischen Wirksamkeit auch des 4-wertigen Cers kein Zweifel mehr bestehen!8).

3. Einfluf von Katalysatorkonzentration und Zugabefolge

Eine Variierung der Katalysatorkonzentration sowie der Wechsel der Zugabefolge
der Reaktionsteilnehmer1® verindern den grundsitzlichen Kurvenverlauf der Akti-
vitits-pr-Kurven mit den charakteristischen zwei Maxima nicht.

Einen Uberblick iiber die Spaltung der Glycerin-B-phosphorsiure (mol/50) bei
verschiedener Cerionen-Konzentration vermitteln die in der Tabelle zusammengefaB3-
ten Versuchsergebnisse:

18) Auch die (C—N)-Bindung in gewissen Peptiden!4) wird durch 4-wertiges Cer schneller

als durch 3-wertiges Cer gel®st.
19) E. BAMANN und E. NowoTNY, Chem. Ber. 81, 442 [1948].
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Spaltung der Glycerin-f-phosphorsiure bei verschiedener Katalysatorkonzentration3)

Der Vers.-Ansatz von 10 ccm enthilt 4 ccm 2.5 # Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer,
3-10~4 Mo} Substrat und 1073 bzw. 2.10™4 bzw. 4105 Mol Ce(NO3)3-6 Hy0; t = 37°%;
Zugabefolge B. Die Zahlen geben die Spaltung desi Esters in % an.

a) Cer-Konzentration: mo!//10; b) Cer-Konzentration: mol/50; c) Cer-Konzentration: mol/250

Reakt.-
Dauer Glycerin-3-phosphorsiure
(Stdn.) .
pr 12 7.8 8.6 9.0 9.4 9.8 10.1 10.4
ay 1 9.0 13.2 12.9 12,9 13.8 18.5 19.4 18.5
2 168 230 209 205 209 267 27.1 25.2
6 355 39.6 344 344 353 390 390 375
24 680 720 560 51.0 520 540 545 525
120 81.0 86.5 64.5 51.5 57.5 — 56.0 54.0
pua 1.2 8.0 8.6 8.9 9.2 9.5 9.8 10.1 104  10.8
by 2 1.4 74 100 6.0 4.0 2.8 3.6 8.6 11.2 104
6 2.5 9.6 15.4 12.0 9.2 7.6 9.5 14.5 15.0 14.5
24 5.0 20.5 27.2 22.5 17.0 13.0 16.0 18.0 18.5 17.3
pu 8.8 9.1 9.4 9.7 100 104  10.7
) 6 1.5 1.5 1.4 0.8 2.1 1.3 2.0
24 3.5 4.0 3.6 2.3 3.8 3.8 2.9
120 5.9 6.4 5.0 4.0 4.5 4.1 3.1

Im einzelnen ist dieser Tabelle zu entnehmen:

Bei allen MeBzeiten (1 —120 Stdn.) erhilt man stets zwei Maxima.

Nach kiirzerer Versuchsdauer ist das zweite, nach lingerer das erste Optimum hoher.
Mit der Veridnderung der Katalysatorkonzentration tritt eine Verschiebung der

beiden Maxima ein; sie ist im Falle des ersten Optimums stéirker ausgeprigt als beim
zweiten. Diese Verschiebung der Hydrolyseoptima zeigt Abbild. 4.
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Fiir diese Verlagerung der beiden Maxima geben wir folgende Erklirung: Bei einer
hoheren Konzentration des Cersalzes liegt schon in einem weniger alkalischen Gebiet
diejenige Menge an Ce(OH)?>® bzw. Ce(OH)? vor, die ausreicht, um mit dem vor-
handenen Di-Anion ROPO,%® das zerfallende Zwischenprodukt zu bilden, wihrend
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bei geringerer Katalysatorkonzentration die erforderliche Anzahl Ce(OH)2® — bzw.
Ce(OH)f-Ionen erst in stirker alkalischem Medium vorhanden ist.

Dem wissenschaftlichen Astistenten am Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der
Universitdt Miinchen, Herrn Dr. H. TRAPMANN, verdanken wir wertvolle Mithilfe bei der
Durchfithrung und Niederschrift der Arbeit.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

a) Substrate: Mono-methyl-phosphat als BaCH304P (247.3) dargestellt nach J. CAVALIER20),
nach Uberfithrung in das Kaliumsalz. — Mono-dthyl-phosphat als BaC;HsO4P (261.4) dar-
gestellt nach CavaLiErR20), nach Uberfithrung in das Kaliumsalz. — Mono-n-propyl-phos-
phat als BaC3H;04P (275.4) dargestellt nach K. Asaxawa2l), nach Uberfithrung in das
Kaliumsalz. — Mono-isopropyl-phosphat als BaC3H;04P (275.4) dargestellt nach AsARawa2l),
nach Uberfiihrung in das Kaliumsalz, — Athylenglykol-mono-phosphorsiure als BaC,HsOsP
(271.4) dargestellt nach F. R. ATaertoN, H. T. OpENsHAW und A. R. Topb22), nach Uber-
fithrung in das Kaliumsalz. — Propylenglykol-mono-phosphorsiure als BaC3;H;0sP (291.4)
dargestellt nach ATHERTON, OPENsHAW und Topp22), nach Uberfithrung in das Kaliumsalz.
— Glycerin-a-phosphorsdure als CaC3H7OgP-2H,0 (246.2), E. Merck, Darmstadt, List. Nr.
4111, — Glycerin-ﬁ-phosphorsﬁuré als Na,C3H;04P-5H,0 (306.1), Farbenfabriken Bayer,
Leverkusen. — [2-Chlor-ithyl]-phosphat als BaC;H4ClO4P (295.8) dargestellt nach C. MaNa-
ka23), nach Uberfithrung in das Kaliumsalz. — [1.3-Dichlor-propyli-(2)J-phosphorsdiure (3.p'-
Dichlor-isopropyl-phosphorsiure) als BaC3HsClO4P (344.3) dargestellt nach MANAKA23),
nach Uberfithrung in das Kaliumsalz. — Mono-p-kresyl-phosphat als CsHgO4P (188.1) dar-
gestellt nach M. Rapp24),

b) Metallsalze: Ce(NO3);-6H,0 p. a. Merck (List. Nr. 2271). — Ce(S8O4)2-4H0 p. a.
Merck (List. Nr. 2274). — La(NO3)3-6H,0 p. a. Merck (List. Nr. 5326).

¢) Der Versuchsansatz: Der Versuchsansatz von 10 ccm enthielt 4 ccm 2.5 n Ammoniak-
Ammoniumchlorid-Puffer, Substratldsung und Cer- bzw. Lanthan-Salz in der jeweils ange-
gebenen Konzentration. Die Reaktionsteilnehmer gaben wir in der vorstehenden Reihenfolge
zusammen (Zugabefolge B)19}, Der Ansatz wurde in einem Schiittelkolben mit eingeschliffenem
Glasstopfen wihrend der Reaktionsdauer in einem Schiittelthermostaten bei 37° gehalten.
Die Null-Stoppungen erfolgten stets sofort nach dem Zusammengeben der Reaktionsteil-
nehmer. Bei Anwendung von frisch destilliertem Wasser konnte der Zusatz eines Konser-
vierungsmittels unterbleiben. Die dem Reaktionsgemisch zu verschiedenen MeBzeiten ent-
nommenen Proben betrugen in der Regel 2 ccm, bei fortgeschrittener Spaltung der Sub-
strate 1 bzw. 0.5 bzw. 0.25 ccm.

d) Bestimmung des anorganischen Phosphats: Das bei der Spaltung der Substrate ent-
stehende anorganische Phosphat bestimmten wir nach der Methode von C. H. Fiske und
Y. Sussarow?25), modifiziert nach K. LoHMANN und L. JENDRASSIK26) in einem lichtelektri-
schen Kolorimeter (Modell VI) nach B. LANGE. Die Proben wurden 20 Min. bei 37° und an-
schlieBend 10 Min. bei 20° entwickelt. Entstehende Tritbungen bei Zugabe der Molybdin-
schwefelsdure trennten wir nach der Entwicklung — also vor der kolorimetrischen Bestim-
mung — durch Zentrifugieren ab.

20) Bull. Soc. chim. France 19, 883 [1898]. 21} J. Biochemistry [Tokyo] 11, 143 [1929].
22) J. chem. Soc. [London] 1945, 382. 23) J, Biochemistry [Tokyo] 14, 191 [1931).

24} Liebigs Ann. Chem. 224, 156 [1884]. 25 J. biol. Chemistry 66, 375 [1925].

26) Biochem. Z. 178, 419 [1926].





