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HERMANN MiX, FrRIEDRICH WILHELM WILCKE
und WOLFGANG LANGENBECK

Uber organische Katalysatoren, LIII D
Chelatkatalysen, VII2)

Aus dem Institut fiir Katalyseforschung Rostock
der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin

(Eingegangen am 23. Juni 1958)

Es wurde die Zersetzung von Wasserstoffperoxyd durch Kupferionen in Gegen-

wart von Prolin, Prolinderivaten, Prolinpeptiden und einigen anderen Chelat-

bildnern untersucht. Die Katalyse wurde durch Chelatbildung in weiten Grenzen

beeinfluBt. Sie erstreckte sich von starker Aktivierung bis zur voélligen Hemmung.

Es wurde versucht, den Aufbau der Kupferchelate mit ihrer katalytischen Wirk-
samkeit in Beziehung zu bringen.

Bei der systematischen Untersuchung von Metallchelaten als Katalasemodelie fiel
die Aktivitit des Kupferions im Komplex mit Arginin und Histidin besonders auf,
Wihrend die neutralen und sauren Aminosduren Kupferionen im allgemeinen nicht
oder nur unerheblich aktivierten, iiberraschte der Kupfer(II)-Prolin-Komplex den-
noch durch eine recht bedeutende Wirksamkeit.

Die Aktivierung der Kupferionen durch Arginin und Histidin hatte die Wichtigkeit
einer zweiten basischen Gruppe deutlich gemacht. Thr unmittelbarer Einflu8 ist aber
nur beim Histidin sicher, da es iiber die x-Aminogruppe und den basischen Stickstoff
des Imidazolkerns mit Kupferionen zu einem zweizihnigen Chelat koordiniert ist.
Dagegen stellte es sich bei der genaueren Untersuchung der Reaktion zwischen H>O;
und Arginin-Kupfer(II)3) heraus, daB hier fiir die starke Katalasewirkung nur ein
Kupferchelat verantwortlich sein konnte, das in der Reaktionslésung durch Oxy-
dation von Arginin neu gebildet wird. Wahrscheinlich handelt es sich bei dem neuen
Liganden um eine Schiffsche Base.

Die Tatsache, daBl Prolin neben der sekundidren Aminogruppe strukturell keine
Besonderheiten aufweist, aus denen sich ein von dhnlichen Aminosiuren abweichendes
Verhalten bei der Aktivierung des Kupfers hitte herleiten lassen, veranlafte unsere
folgenden Untersuchungen.

Zunichst wurde gepriift, ob die Katalyse wie beim Arginin durch Bildung eines
aktivierenden Oxydationsproduktes zustande kommt. In Abbild. 1 sind die Prozent-
zahlen an zersetztem H,0; und noch vorhandenem Prolin® gegen die Zeit aufgetragen.

1) LII. Mitteil.: W. LANGENBECK und R. KocH, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 311, 6
[1958].

2) VI. Mitteil.: W. LANGENBECK, H. Mix und W. TITTELBACH-HELMRICH, Chem. Ber. 90,
2699 [1957].

3} H. Mi1x, Naturwissenschaften 43, 469 [1956].

4) F.D. SNELL und C. T. SneLL, Colorimetric Methods of Analysis, Verlag D. Van Nostrand
Company, New York 1953, Bd. IV, S. 165.
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Daraus geht hervor, dafl die Aminosdure mit Reaktionsbeginn schnell abgebaut wird,
wihrend sich die Katalasereaktion entsprechend verlangsamt. Gleichzeitig beweist
der Verlauf der Kurve I, daB eine Autokatalyse nicht in Frage kommt, da die Sauer-
stoffentwicklung augenblicklich und mit maximaler Geschwindigkeit einsetzt. Von
den nachfolgend untersuchten Verbindungen zeigten nahezu alle ein gleichartiges
Reaktionsverhalten. Daher reichte stets ein begrenztes Anfangsstiick der Zersetzungs-
kurven aus, um das Ausmafl der Katalyse sichtbar werden zu lassen.
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Abbild. 1. Katalasereaktion von Kupfer- Abbild. 2. Katalasereaktion von Kupfer-
sulfat und Prolin (1:2) bei pu 8; sulfat bei pu 8 in Gegenwart von I Prolin,

1 zersetztes H,0,, II N-Methyl-pL-at-aminobuttersiure,
II noch vorhandenes Prolin IIT Sarkosin, 1V Piperidin-carbonsiure-(2),

V Pyridin-carbonsiure-(2)- N-oxyd,
V1 Pyridin-carbonsdure-(2) (alle im
Mol.-Verhiltnis 1:2); VII Kupfer blind

Da nun Hydroxyprolin ebenfalls eine erhebliche, Prolin sogar iibertreffende Akti-
vierung bewirkte, boten sich zundchst weitere sekundire Aminosduren als Chelat-
bildner an. Aber weder Sarkosin noch die durch Ringéffnung formal aus Prolin her-
vorgegangene N-Methyl-DL-x-aminobuttersiure aktivierten die Kupfer(ll)-ionen
iiber das MaB der neutralen Aminosiuren hinaus (Abbild. 2). Wihrend man bei
diesen offenkettigen Verbindungen aber noch auf eine groBere Oxydationsempfind-
lichkeit und eine vielleicht damit zusammenhingende Inaktivierung schlieBen konnte,
war die bedeutende Aktivititsminderung im Falle der Piperidin-carbonsiure-(2)
unerwartet. Ein derart starker Riickgang der Katalyse war besonders insofern be-
merkenswert, als Prolin und Piperidin-carbonsiure-(2) sich lediglich durch eine CH>-
Gruppe im Ring unterschieden, was die fiir eine Koordinierung wichtigen sterischen
und energetischen Verhiltnisse nicht entscheidend beeinflussen sollte. Wenn dagegen
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die Zersetzung des Wasserstoffperoxyds durch Kupferchelate mit Pyridin-carbon-
sdure-(2) und Pyridin-carbonsiure-(2)-N-oxyd*), wie ebenfalls Abbild. 2 zu ent-
nehmen ist, mehr oder weniger stark gehemmt ist, dann bestitigt sich hier nur, daB
aromatische Systeme in Liganden das Metallbindungsvermogen betréichtlich ver-
indern kénnen. Dabei diirfte besonders die Pyridin-carbonsiure-(2) ein recht stabiles
Kupferchelat bilden, denn im Gegensatz zur Reaktionslosung des N-Oxydes,
die sich durch unlosliche Kupferverbindungen bald triibt, bleibt jene lange klar.

Im folgenden wurde nun eine Reihe von Prolinderivaten hergestelit. Mit ihrer
Hilfe erhofften wir, etwas iiber den EinfluB einzelner Koordinationsatome auf die
Katalyse zu erfahren. Die Untersuchungen blieben auf Verinderungen am Prolin
beschrinkt, da die entsprechenden Hydroxyprolinverbindungen, mit denen ein Ver-
gleich stattfand (Abbild. 3), dhnlich wirkten.
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Wie den Abbildd. 3 —5 zu entnehmen ist, fiihrt die Acylierung des Prolinstickstoffs
grundsitzlich zu einer starken- Abnahme der Katalyse. Die Fahigkeit des Prolin-
Kupfer-Chelates, HO, beschleunigt zu zersetzen, wird dabei durch die Acetylgruppe
ebenso eingeschrinkt wie durch die Substitution mit verschiedenen Peptidresten.

Andererseits konnen Verinderungen an der Carboxylgruppe sowohl Beschleunigung
als auch Hemmung zur Folge haben. Veresterung zum Beispiel hebt die aktivierende
Wirkung des Prolins bzw. Hydroxyprolins ginzlich auf, wihrend sie durch Ami-
dierung bedeutend zunehmen kann. So liegt die Geschwindigkeit der durch Prolin-
amid katalysierten Reaktion betriachtlich iiber der des Anilids; wiahrend aber Prolin-

*) Das kristallisierte Kupfersalz des Pyridin-carbons#iure-(2)-N-oxydes vom Schmp. 237°
(Zers.) stellte uns Herr Dr. H. W. Krausk freundlicherweise zur Verfiigung.
133+
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anilid noch etwas wirksamer ist als die freie Aminosiure, reicht Prolin-dthylamid
schon nicht mehr an diese heran, und Prolin-butylamid ebenso wie Prolin-dibutyl-
amid haben keinerlei EinfluB auf die Katalasereaktion der Kupferionen.
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Abbild. 4. Katalusereaktion von Kupfer- Abbild. 5. Katalasereaktion von Kupfer-
sulfat bei pr 8 in Gegenwart von I Prolin, sulfat bei pu 8 in Gegenwart von I Prolin-

Il Acetylprolin, 111 f3-Alanyl-prolin, amid, 11 Prolin-anilid, III Prolin, IV Prolin-
IV Acetylprolin-amid, V Prolyl-prolin, dthylamid, V Prolyl-histidin, VI Prolyl-
VI a-Alanyl-prolin, VII Arginyl-prolin, arginin, VII Prolyl-8-alanin, VI1II Prolin-
VIII Prolin-anhydrid, IX Kupfer blind n-butylamid, IX Prolin-di-n-butylamid,

(Peptide im Mol.-Verhiltnis 1:1,sonst 1:2) X Prolyl-a-alanin, XI Kupfer blind (Peptide
im Mol.-Verhiltnis 1:1,"sonst 1:2)

Aber nicht nur die N-Peptide des Prolins, sondern auch die meisten Prolylpeptide
erwiesen sich als durchweg indifferent. Die beiden — ihrem katalytischen Effekt nach
unbedeutenden — Ausnahmen sind Prolyl-histidin und Prolyl-arginin. Das aber sind
Peptide, die eine zweite basische Gruppe besitzen und dadurch mit Kupfer anders
koordiniert sind als die neutralen Prolylpeptide. Immerhin machen diese Beispiele
deutlich, wie entscheidend ein neuer Rest und eine verinderte Bindung in einém
Katalysatorsystem sein konnen, denn jede der beteiligten Aminosiuren vermag
allein unvergleichlich mehr zu wirken als die aus ihnen aufgebauten Peptide.

Der hemmende Einflul von Komplexbildnern kann sich so weit ausdehnen, daB das
Metall wie im Falle des Prolyl-z-alanin-Kupfer-Chelates die Fihigkeit, als Kataly-
sator zu wirken, praktisch verliert. Uberdies ist méglich, daB die Restaktivitit von
den Kupferionen herriihrt, die durch Zerstérung des organischen Liganden nach und
nach freigesetzt werden.

Da nach den bisherigen Erfahrungen einzig Prolin-amid Aussicht auf weitere Akti-
vierung erdffnete, schien als neuer Substituent besonders Athylendiamin geeignet.
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Beide moglichen Verbindungen, N-Prolyl-dthylendiamin und N.N’-Diprolyl-dthylen-
diamin wurden hergestellt. Ihre Wirkung auf die Katalyse des Kupferions wird durch
Abbild. 6 veranschaulicht. Hierbei fillt auf, daB die Zersetzungskurven anders als
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bisher verlaufen. Der verzdgerte Beginn der Hauptreaktion kann nur bedeuten, daB
gewisse Verinderungen am Kupferchelat voraufgehen miissen. Offenbar werden durch
Oxydation eines Teiles der Liganden zunichst Koordinationsliicken geschaffen, bevor
die Peroxydmolekel an das Zentralatom herantreten und umgesetzt werden kann.
Diese Vermutung wird gestiitzt durch die Tatsache, daB die maximale Katalyse so-
fort einsetzt, wenn z. B. nur die Hilfte des zur koordinativen Absittigung erforder-
lichen Athylendiamins zur Verfiigung steht. Bei der Aktivierung des Prolins durch
Athylendiamin blieb allerdings ein entscheidender Fortschritt aus.
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Zusammenfassend kann folgendes gesagt werden. Die Katalasewirkung des Kup-
fers wird durch Prolin und gewisse Prolinderivate in weiten Grenzen beeinflult. Eine
erfolgreiche Katalyse setzt ein Komplexsystem voraus, das entweder unvollstindig
abgesattigt ist (I) oder in dem ein Teil des Liganden leicht zu verdringen ist (I und
I1II).
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Die mangelhafte koordinative Absittigung kann durch eine unzureichende Anzahl
von Liganden (I), durch teilweise Zerstorung des Chelats in der Reaktionslosung (IV
und V) oder durch sterische Hinderung (VI) verursacht sein.
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Andererseits muBl auch eine liickenhafte Koordination so stabil sein, daB die
Katalyse weder zu einem augenblicklichen Zerfall des Metallchelats fiihrt noch eine
Peroxydasereaktion am Liganden zur Folge hat. In den vorstehenden Versuchen war

die alsbaldige Hydrolyse von Metallchelaten an der starken Triibung der Reak-
tionslésung zu erkennen.

Die Frage, ob die Zersetzung der H>O3-Molekeln auf einem Redoxvorgang beruht
oder durch die besondere, reaktionsfordernde rdumliche Anordnung von Katalysator
und Substrat bedingt ist, war in dieser Arbeit nicht gestellt. Es ist jedoch sicher,dafl
Elektroneniiberginge wihrend der Katalyse auch den Katalysator nicht unbeeinflufit
lassen. Das jedoch kann Deformation und Auflockerung und damit friihzeitigen Zer-
fall des gesamten Koordinationssystems zur Folge haben. Wahrscheinlich ist die
relativ schnell einsetzende Inaktivierung gerade der wirksamsten Metallchelate auf
diesen Vorgang zuriickzufiihren. Aber auch sehr stabile und gegen Oxydation wenig
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empfindliche Komplexe (VII und VIII) verzogern oder verhindern unter Umstinden
eine katalytische Umsetzung. In solchen Fillen konnen farbtiefe Reaktionsldsungen
iiber geraume Zeit auch duBerlich unverindert bleiben.

Friulein M. WitT und Frau I. BRUSEHABER danken wir fiir die Ausfithrung der Mikro-
analysen.
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

DL-Prolin wurde in gréBeren Mengen nach der Vorschrift von N. F. ALBerTsoN und J. L.
FiLLMANS) aus Acrylnitril hergestellt.

N-Methyl-DL-a-aminobuttersiure entstand nach DuviLLIER®) bzw. E. GANsser?) aus
a-Brom-buttersdure und Methylamin. Sublimationspunkt 285°.

Piperidin-carbonséure-(2)-acetatr wurde aus Pyridin-carbonsiure-(2) durch katalytische
Hydrierung in Eisessig nach K. Hess und F. LEIBBRANDTS) erhalten. Schmp. 219°*) (Zers.).

L-Hydroxyprolin-amid: L-Hydroxyprolin-ithylester-hydrochlorid, Schmp. 150°, wurde nach
R. W. CHamBers und F. H. CARPENTER?? iiber den freien Ester in ammoniakgesittigtem
Methanol in das Amid iibergefiihrt, das aus absol. Athanol/Toluol in Nadeln vom Schmp.
138° kristallisierte.

DL-Prolin-amid, Schmp. 103°, wie unter?® beschrieben.
N-Acetyl-DL-prolin nach J. A. KING und F. H. MCMILLAN10), Schmp. 105

N-Acetyl-DL-prolin-amid: 2.8 g DL-Prolin-amid wurden in 25 ccm Pyridin mit 25 ccm
Acetanhydrid 1 Stde. erhitzt. Nach Vakuumdestillation wurde das zuriickgebliebene Ol mit
Benzol angerieben. Nadeln vom Schmp. 136° (aus Benzol).

C7H12N0; (156.2) Ber. C53.83 H7.74 N 17.94 Gef. C54.37 H 7.93 N 17.69

DL-Prolyl-pL-prolin: Darstellung nach N. C. Davis und E. L. SMiTH11) aus Cbo-pL-prolin,
Schmp. 74°, und bpL-Prolin-ithylester nach der Anhydridmethode!2), Schmp. des Cbo-
pL-prolyl-DL-prolins 166°.

DL-a-Alanyl-DL-prolin, Schmp. 187° (Zers.), und f-Alanyl-DL-prolin, Schmp. 238° (Zers.),
ebenfalls nach l.c. 1), DL-Prolin-anhyvdrid aus dem freien Ester durch Kochen unter RiickfluB,
Schmp. 184°.

DL-Prclin-anilid-hydrochlorid wurde aus pL-Prolylchlorid und Anilin hergestellt, Schmp.
219°.

DL-Prolin-éthylamid-hydrochlorid: 3.75 g Cbo-DL-prolin in 50 ccm Chloroform wurden bei
—5° unter Riithren mit 2.09 ccm Tridthylamin und wenig spiter mit 1.45 ccm Chlorameisen-
sdure-dthylester versetzt. Nach 30 Min. wurden 0.98 ccm Athylamin zugefiigt und 1 Stde.
unter Kiithlung und mehrere Stdn. bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Isolierung des 6ligen
Cbo-pL-prolin-dthylamids und nach dessen katalytischer Hydrierung (Pd/Kohle) in 10-proz.
essigsaurem Methanol wurde ein Ol erhalten, das, mit methanol. Salzsiure behandelt, nach
einiger Zeit kristallisierte. Vorsichtiges Sattigen mit Ather lieB aus absol. Isopropylalkohol
DL-Prolin-dthylamid-hydrochlorid vom Schmp. 97° auskristallisieren.

CsH14N,0O-HCI (178.7) Ber. C47.06 H 8.46 N 15.68 Gef. C47.30 H 8.89 N 15.70

DL-Prolin-di-n-butylamid-hydrochlorid: Analog der vorstehenden Vorschrift aus 3.75g
Cbo-DL-prolin, 2.09 ccm Tridthylamin, 1.45 ccm Chlorameisensiure-dthylester und 2.52 ccm
Di-n-butylamin. Nach der Hydrierung des Cbo-Derivates wurde in absol. dthanol. Losung
mit trocknem Chlorwasserstof das Hydrochlorid hergestellt, das aus der i. Vak. einge-

*) Samtliche Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 3 J. Amer. chem. Soc. 71, 2819 [1949].

6) Ann. Chimie [5] 20, 188 {1880]. 7 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 61, 47 [1909].

8) Ber. dtsch. chem. Ges. 50, 389 [1917]. 9) J. Amer. chem. Soc. 77, 1522 [1955].

10} J. Amer. chem. Soc. 74, 2859 [1952]. 11 J, biol. Chemistry 200, 373 [1953].

12) TH. WIELAND und H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [1951]; R. A. Bois-
SONNAS, Helv. chim. Acta 34, 874 [1951]; J. R. VAUGHAN JR. und R. L. OsaTO, J. Amer. chem.
Soc. 74, 676 [1952].
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dampfien Losung kristallisierte. Die mit absol. Benzol/Ather gewaschenen hygroskopischen
Kristalle schmolzen bei 89°.

Ci3H26N20-HCI (262.8) Ber. C59.41 H 10.36 N 10.66 Gef. C 59.75 H 10.45 N 10.21

DL-Prolyl-DL-a-alanin, Schmp. 221°, DL-Prolyl-f-alanin, Schmp. 192°, und DL-Prolyi-
L-histidin, Schmp. 154°, wurden samtlich nach der Vorschrift von N. C. Davis und E. L.
SmrTH 1) erhalten.

DL-Prolyl-L-arginin-acetat nach K. HOFMANN, W. D. PEckHAM und A. RHEINER!3),

L-Arginyl-DL-prolin-acetat wurde analog der in 1.c.13) angegebenen Vorschrift synthetisiert.

a-Cho-w-nitro-L-arginyl-DL-prolin: Zum gemischten Anhydrid aus 7.067 g a-Cbo-w-nitro-
L-arginin, 4.8 ccm Tributylamin und 1.91 ccm Chlorameisensiure-athylester in 150 ccm
Dioxan wurden bei 11-—12° 2.88 g DL-Prolin-iithylester in 50 ccm Dioxan gegeben. Nach
1stdg. Riihren bei Raumtemperatur wurde das Ldsungsmittel abgedampft, der Riickstand
in Essigester geldst und nacheinander mit 1 » HCl, H,0, 1 m NaHCOj; und H,O ausgewaschen.
Nach dem Trocknen mit Na,SO4 wurde der Peptidester (6.2 g) vom Essigester befreit und
mit der dquiv. Menge NaOH in 50 ccm widBr. Methanol verseift. Nach Verdampfen:des
Methanols wurde der Riickstand in H,O geldst, mit Essigester gewaschen und durch schwa-
ches Ansduern mit HCl ausgefillt. Nach Umkristallisieren aus absol. Methano! farblose
Kristalle vom Schmp. 93 —95° (Zers.). Ausb. 5.25 g (58 % d. Th.).

Ci19H26NeO7 (450.4) Ber. C50.66 H 5.82 N 18.66 Gef. C50.61 H 6.19 N 18.83

5.25 g der vorstehenden Verbindung wurden in 50 ccm Methanol/Eisessig (5:1) in Gegen-
wart von Pd/Kohle hydriert. Nach 12 Stdn. wurde der Katalysator durch frischen ersetzt
und weitere 12 Stdn. hydriert. Dann wurde die vom Katalysator befreite L&sung i. Vak.
eingedampft und der Riickstand mehrmals mit Methanol aufgenommen und mit absol.
Ather ausgefillt. Das amorphe und hygroskopische Pulver wurde i. Vak. bei 78° getrocknet.
Ausb. 3.25 g (85 % d. Th.).

C13H2sNsOs (331.4) Ber. C47.11 H7.60 N 21.13 Gef. C47.89 H7.99 N 20.84

N-DL-Prolyl-iithylendiamin-dihydrochlorid: 16.4 g Athylendiamin und 5 g frisch destillierter
DL-Prolin-dthylester in 20 ccm absol. Athanol wurden eine Woche bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Nach Entfernung des Athanols und iiberschiiss. Athylendiamins hinterblieben
4.9 g N-DL-Prolyl-ithylendiamin als schwach gelbliches Ol. Die freie Base wurde in chlor-
wasserstoffgesittigtem Athanol in ihr Dihydrochlorid iibergefiihrt, vom Ldsungsmittel be-
freit und aus absol. Athanol umkristallisiert. Prismen vom Schmp. 188°.

C7H sN3O-2HCI (230.1) Ber. C36.53 H 7.47 N 18.26 - Gef. C 37.28 H 7.57 N 18.21

N.N’-DL-Prolyl-ithylendiamin-dihydrochlorid: 4.3 g DL-Prolin-idthylester wurden in 5 ccm
absol. Athanol mit 1.1 g absol. Athylendiamin versetzt. Nach Stigigem Stehenlassen bei
Raumtemperatur hinterblieb nach dem Verdampfen des Athanols ein farbloses 01, das wie
oben in das Dihydrochlorid umgewandelt wurde. Durch mehrmaliges Umkristallisieren aus
absol. Athanol wurden Prismen vom Schmp. 256° (Zers.) erhalten.

C12H22N40,-2HCI (327.3) Ber. C44.04 H7.40 N 17.12 Gef. C44.15 H 7.34 N 16.82
Die volumetrischen Messungen der Katalasereaktion wurden mit der von H. Mix14) be-

schriebenen Apparatur ausgefiihrt.

13} J. Amer. chem. Soc. 78, 241 [1956).
14) W, LANGENBECK, H. Mix und W. TitTeLBACH-HELMRICH, Chem. Ber. 90, 2702 [1957].





