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Die I~ydroxamsiiurebildung aus I:[ippurs/~ure/ithylester und 
verschiedenen Aminos/~ure- und Peptidestern wurde in Abh/ingig- 
keit yon pH und Hydi-oxylaminkonzentration kolorimetrisch 
untersucht. Gfinstige l%eaktionsbedingungen sind pH 9,5 und 
0,72m-NH2OI-I, 37 ~ Die Ausbeute wird durch die parallel gehende 
Verseifungsreaktion etwas gedriickt. Bei Aminos/~ure- und Di- 
peptidestern, die zu ~ingschlugreaktionen neigen, sinkt die 
I-Iydroxamsaureausbeute erheblich ab. 

The formation of hydroxamic acids from ethyl hippurate and 
other amino acid and peptide esters has been investigated eolori- 
metrically in relation to pH and hydroxylamine concentration. 
Conditions favorable for the reaction are pH 9,5 and a 0,72m 
hydroxylamine solution at 37 ~ Generally, the yield is slightly 
diminished by the competing saponification reaction. However, 
with esters of amino acids and dipeptides tending to undergo 
cyclization reactions, the yield is considerably reduced. 

Die lZeaktion mit I-Iydroxylamin hat  in der Na~urstoffehemie bereits 
eine erhebliehe Bedeutung zur Charakterisierung aktiver Carbons/ture- 
derivate, wie z. B. Aeylphosphate 1 oder Acyl-CoA-Verbindungen 2, er- 
langt. Diese energiereichen Zwisehenprodukte des Stoffweehsels bilden 
bereits bei neugralem pH Hydroxams//uren, die auf Grund ihrer Farb- 
bildung mit Eisen(III)-Salzen einfaeh quantitativ bes~immt oder auf 
Papierehromatogrammen lokalisiert werden k6nnen. In  neuerer Zeit 

* lcIerrn Prof. Dr. Hermann Bretsehr~eider zum 60. Gebm'tstag in Ver- 
ehrung gewidmet. 
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ist die ~berfiihrung in Hydroxams/iuren immer mehr auch zur Charak- 
terisierung und quantitativen Bestimmung normaler Carbons/~ureester 
hcrangezogen worden. Bedeutuhg hat die Methods u. a. in der Protein- 
chemic erlangt, nachdem in Kollagen esterartige Bindungen aufgefnnden 
wurden a, die als Verknfipfungsstellen yon Untereinheiten diescs Faser- 
proteins a und als Quervernetzungen 5 anzusehen sind. Ihre quantitative 
Bestimmung und ihre selektive Spaltung sind yon erheblicher Bedeutung 
fiir die Strukturaufld/irung dieses Eiweil~kSrpers. 

Die Umsetzung yon Carbons/iureestern mit tIydroxylamin wurde 
bisher im allgemeinen in nichtw/il3rigen LOsungsmitteln bei verh/~ltnis- 
m/iftig hohem p i t  durchgeffihrt s. Verschiedene quantitative Bestim- 
mungsmethoden, dis racist in alkoholischem Alkali arbeiten, sind be- 
kannt 7, s. Bei sehr hohem pH ist die fgeaktion jedoch fiir Untersuchungen 
an Proteincn zu wenig selektiv, denn es werden auch Amidgruppierun- 
gcn 9 und empfindliche Peptidbindungen (z. 13. im Tabakmosaikvirus 1~ 
erfaBt. Das gilt besondcrs bei hohen Hydroxylaminkonzentrationen 11. 
R a a k e  12 fand 1958, daft Ester yon Arninos/~uren bereits unter schw~cher 
alkalischen Bedingungen oberhalb pH 7 mit t tydroxylamin reagieren. 

In der vorliegcnden Arbeit wurde die I-Iydroxams/iurebildung aus 
Carbons~ureestern in Abh/ingigkeit yon pH und Hydroxylaminkon- 
zentration untersuch$, um den Bereich ihrer analytischen Anwendbarkeit 
zu eriorschen, und um die mit der Methode erzielten Ergebnisse besser 
beurteilen zu kSnnen. Vor allem soUten durch Vcrgleich mit synthetischen 
Hydroxams/~uren quantitative Aussagen fiber den Grad der Umsetzung 
erzielt werden, worfiber bisher noch keine analytisch verwertbaren An- 
gaben vorliegen. Ffir die meisten Untersuchungen wurdc Hippursi~ure- 
/ithylester eingesetzt, da er den Proteinen nahe steht und, wie im sp/i- 
teren Tell der Arbeit ersichtlich, verh/~ltnism/iftig wenig zu Nebenreak- 
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tionen neigt. Wegen der tr/~geren Umsetzung der Carbons/~ureester 
wurde bei 37 ~ gearbeitet. 

Zur quantitativen Bestimmung der gebildeten Hydroxams/iuren 
diente die Farbreaktion mit Eisen(III)-Salzen in saurer LSsung 7, s, 1~ 
Die Reaktion ist zwar nur m/~gig empfindlich, kann jedoch auch in Gegen- 
wart yon fiberschiissigem Hydroxylamin durchgefiihrt werden. (Zur 
Best//ndigkeit tier Fe(III)--Hydroxams//urekomplexe vgl. Schwarzenbach 

und Schwarzenbachl~.)  Fiir die Bestimmung an hochmolekularen Pro- 
teinen eignen sigh dagegen empfindlichere Methoden, die eine vorherige 
Entfernung yon Hydroxylamin dutch Dialyse voraussetzen. Die Hydro- 
xams/~uren k6nnen dann entweder mit Jod zu salpetriger S/~ure oxydiert 
werden, die fiber eine Diazoniumverbindung in einen Azofarbstoff fiber- 
geffihrt und kolorimetriert wird ~5, oder sie werden sauer hydrolysiert 
und das abgespaltene Hydroxylamin mit Indol zu einem roten Farbstoff 
umgesetzt 16. 

Bei der n/~heren Untersuchung der Farbreaktion rein hergestellter 
Hiplour-hydroxams/~ure mit Fe(III)-Salzen hat sigh ergeben, dal3 die 
Farbintensit~t durch gleichzeitig anwesendes Hydroxylamin deutlich 
erhSht wird (Abb. 1, gestriehelte Kurve). Die Abh/mgigkeit der Ex- 
tinktion des Fe(III)-Komplexes yon der NH2OH-Konzentration zeigt 
einen S-f6rmigen Verlauf, was daffir spricht, dag Hydroxylamin dureh 
Assoziation mit dem Komplex dessen Absorption ver~ndert. Die Inten- 
sit/~t der F~rbung ist der eingesetzten Hydroxams//urekonzentration 
fiber einen weiten Megbereieh proportional. 

In Abb. 1 ist dig kolorimetrisch bestimmte Hydroxams/~urebildung 
yon Hippurs~ureb;thylester nach 4 Stdn. Reaktionszeit in Abh/ingigkeit 
v o n d e r  Hydroxylaminkonzentration aufgetragen. Durch Vergleich mit 
der Extinktion, welche man bei Einsatz reiner Hippur-hydroxams/~ure 
migt, kann man die Ausbeute der Reaktion ablesen. Man erkennt, dab 
zur Erzielung guter Ausbeuten an Hydroxams/iuren eine hohe Kon- 
zentration an Hydroxylamin notwendig ist. Bei pH 9,5 wird maximale 
Ausbeute erst mit m-NH2OH erzielt. Auch dann verl//uft die Umsetzung 
nur zu 86,5~o in die gewiinschte Riehtung. Bei pH 8,5 ist die Ausbeute 
noeh schleehter nnd bei pH 7,5 werden nur mehr sehr geringe Mengen 
an Hydroxamsguren gebildet. 

Abb. 2 gibt den zeitlichen Verlauf der Hydroxams/~urebitdung bei 
pH 9,5 bei verschiedenen Hydroxylaminkonzentrationen wieder. Man 

r~ R.  S. Schweet, Bioehim. biophysiea. Acta 18, 566 (1955). 
14 G. Schwarzenbach und K .  Schwarzenbach, Helv. chim. Acta 46, 1390 

(1963). 
15 F .  Bergmann und R.  Segal, Biochem. J. 62, 542 (1956). 
16 S. Sei]ter, P .  M .  Gallop, S. ~Viichaels und E.  3/ieilman, J. biol. Chem. 

235, 2613 U960). 
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erkennt, dab bei allen Konzentrationen ein Endwert, zumindest in erster 
N/~herung, nach etw~ 4 Stdn. erreicht ist. Die in Abb. 1 fiir pH 9,5 an- 
gegebenen Werte stellen daher wirk]iche Endwerte dar. Dagegen kann 
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Abb. 1. Hydroxamsiiure, gebildet nach 4 Stdn. Einwirkung yon NK20It  auf 10/~Mol Hippurs~ture- 
iithylester bei 37 ~ bestimmt durch Farbreaktion mit FeCla. l~eaktionsvolumen 3 cm 3, Testvolumen 
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&bb. 2. Zeitlieher Verlauf dot IZlydroxams~urebildung aus tIippurs~ure~ithylester bei pH 9,5 in Ab- 
h~ingigkeit yon der Ntt2Ot[-Konzentration. l~edingungen wie in Abb. 1 

( - - - - - - )  Extinktion des Fe(III)-Komplexes yon 10 ~Mol Hippur-hydroxams~iure 

man aus Abb. 3 ersehen, dab die Reaktion bei pH 8,5 wesentlich lang- 
samer verl//uft und ein Endwert erst nach etwa 7 Stdn. erzielt wird. 
Dieser ist bei der angegebenen Hydroxy]aminkonzentration niedriger 
als der bei pH 9,5 erreichte. Bei pH 7,5 finder die Umsetzung nur auBer- 
ordentlich langsam statt. 
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Die unvollst/~ndige Ausbeute an Hydroxamsgmren nnd ihre starke 
Abhs yon der Hydroxyleminkonzentration aueh bei hohem 
NI-IsOH-Ubersehul? maeht deutlieh, dab neben der Hydroxamsaure- 
bildung aus Carbons/iureestern eine Xonkurrenzreaktion einherl/~uft. 
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Abb. 8. Zeitlicher Verlauf der Hydroxams~urebildung aus ~ippurs/iure~ithylester bei verschiedenen 
pH-Werten. 0,72m-Ntt~Ott; Bedingungen wie in Abb. 1 
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Abb, 4, Hydroxamsg,  urebildung ( ) und  Verseifung ( . . . .  ) yon :tO ~t~Iol l~ippursgure- 
~,thylester bei versehiedenem pH,  gemessen nach  4 SMn., 87 ~ :geakt ionsvolumen 8 era3; E y d r o x -  

amss  in 0 ,72m-Nlt2Olt  

Diese kommt besonders dann zur Geltung, wenn die Hydroxylamin- 
konzentration klein ist, die Umsetzung zur Hydroxamss also langsam 
erfolg~. Als Konkurrenzreaktion kommt im angewendeten pH-Bereieh 
eine Verseifung des Esters in Frage. In Abb, 4 sind die naeh 4 Stdn. 
gemessenen l~eaktionsums~tze der Verseifung und der Hydroxamsg, ure- 
bildnng in Gegenwart yon 0,72m-Hydroxylamin nnter sonst gleiehen 
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Bedingungen gegeniibergestellt. Die Kurven zeigen, dab die Hydroxam- 
s/iurebildung zwar bei tieferem pH wirksam wird als die Verseifung, 
dal3 sieh aber die Bereiche der beiden t~eaktionen stark fiberlappen. 
Gute Ausbeuten an ttydroxams/~uren werden nach der angegebenen 
Reaktionszeit  erst bei pH 9,5 erzielt. Bei noeh hSherem p H  f/~llt die 
Ausbeute zun/~chst geringfiigig ab, steigt aber dann noeh einmal deut- 
lich an. Die Verseifung beginnt im Bereich um pH 8 wirksam zu werden 
und n immt dann an Reaktionsgeschwindigkeit zu, je mehr das p H  an- 
steigt. Eine kinetische Verfolgung der Verseifung, welche bei der ge. 
ringen angewendeten Konzentrat ion an Hippurs/~ure/~thylester durch 
~berfi ihrung yon unverbrauchtem Ester in tIydroxams/~uren bei p H  9,5 
kolorimetrisch gemessen wurde, ergab fiir alle pH-Werte  streng eine 
Reaktion erster Ordnung. DiG Geschwindigkeitskonstanten ks betrugen 
bei 37 ~ fiir p H  9,5 1,42 �9 10-~sec -1 und fiir p H  8,5 1,51 �9 10-%ec -1. 

Berticksichtigt man, daI~ neben der Hydroxams/s auch 
eine Verseifung des Esters naeh einer l~eaktion erster Ordnung abliiuft, 
dann kann man die Kinetik der Umsetzung mit Hydroxylamin berechnen. 
(Siehe dazu die Angaben im experimentellen Tell.) DiG bei pH 8,5 ge- 
messenen Werte gehorehen fiber einen weiten Mef~bereieh einer Reaktion 
erster Ordnung (kH/[NH2OH] ~ 1 ,16.10 -~ see-l). Fiir p H  9,5 lassen 
sich wegen des kleinen auswertbaren Mei~bereiches nur ungef/~hre An- 
gaben machen (]CH/[NH20H] = 7 . 1 0  -4 see-l). 

Diese Angaben zeigen, dal~ die Hydroxsms/iurebildung und die Ver- 
seifung yon Carbons/iureestern mi t  einer grSl~enordnungsm/il~ig vergleich- 
baren Geschwindigkeit ablaufen. Das Geschwindigkeitsverh/~ltnis ist 
abh/ingig yon der Hydroxy]aminkonzentrat ion und kann durch einen 
~berschuf~ an Hydroxylamin zugunsten der Hydroxams/iurebildung 
verschoben werden. In  0,72m-Hydroxylamin betr/~gt die Geschwindig- 
keitskonstante der Hydroxams/iurebildung bei pH 8,5 und 37 ~ 8,35 �9 10 -5 
sec -1, ist also etw~ 5,5mal So grol~ wie die Verseifungskonstante. Ein 
/~hnliches Verh/iltnis errechnet sich far  die t~eaktion bei p H  9,5*. 

�9 Anmerkung w/s der Korrektur- Dureh Behandlung mit 0,87m- 
NH2OH bei pH 12 und 37 ~ gelang es E. R. B. Graham, W . H .  Murphy und 
A. Gottschallc (Biochim. biophysiea Acta 74, 222 [1963]), die zahlreichen 
prosthetischen Kohlenhydratgruppierungen (N-Aeetylneuraminyl [u, 2 -+ 6] 
N-acetylgalaktosamin) des Glykoproteids aus Submaxillarisdrfisen von 
Schafen weitgehend vom Proteinteil abzuspalten. Die Gesehwindigkeits- 
konstante dieser naeh 1. Ordnung ver]aufenden Spaltungsreaktion war 3,Smal 
so groB wie die der Abspaltung der prosthetischen Gruppen mit Alkali 
allein. Das Verh/~ltnis der Geschwindigkeitskonstanten von Verseifungs- 
reaktion und Hych'oxylaminspaltung liegt also in der gleichen GrSl~enordnung 
wie in der vorliegenden Arbeit. Naeh Auffassung der Autoren sind die 
Kohlenhydratgruppierungen mit ihren glykosidischen Gruppen esterartig 
an seitenstgndige Carboxylgruppen yon Aspuragin- und Glutamins/~ureresten 
des Proteins gebunden. 



H. 1/1965] Quantitative Bestimlnung von Carbonsgurees~ern 43 

Neben der Verseifung diirften in besonders gelagerten F/fllen aber 
aueh andere Nebenreaktionen ins Gewieht fallen, wie eine Untersuehung 
yon ttydroxams/~ureausbeuten verschiedener Ester zeigt. Die l~eaktion 
kam in alien F/fllen bei 37 ~ und pH 9,5 innerhalb yon 3 4 Stdn. zu 
einem Endpunkt.  Bei der Farbreaktion mit FeC13 erwies sich die er- 
reichte Farbintensit/~t allerdings als sehr unterschiedlich-(Tab. 1), worauf 

Tabelle t. t~e la t ive  F a r b i n t e n s i t ~ t  yon  F e ( I I I ) - H y d r o x a m s i i u r e -  
k o m p l e x e n ,  d a r g e s t e l l t  aus Carbons /~urees te rn  nach  U m s e t z u n g  
init  0,72m-NH2Ott,  v e r g l i c h e n  mi t  F e ( I I I ) - H i p p u r - h y d r o x a m -  

s~ure 1~ 

X = 500 m~ ; Hydroxylaminreaktion : pH 9,5, 37 ~ 4 Stdn. 

% Farbintensitgt 

Hippur -hydroxams/~ure 

Hippursimre/~thylester 
N ~-Toluolsulfonylargininmethylester 
Glyeyl-glyeyl-prolin-methylester 

Prolyl-glycinmethylester 

Glyein/~thylester 
Histidinmethylester 
I-Iydroxyprolin-methylester 
Glutamins~ure- y*methylester 

100 

77 
84 
77 

57 

26 
23 

7 
2 

bereits H e s t r i n  s hingewiesen hatte. Sohlechte Ausbeuten wurden bei 
Aminosgureestern erzielt. Ghtaminsgure-y-methylester lieferte praktisch 
gar keine Hydroxamsgure. Verh/iltnismggig geringe Ausbeuten wurden 
auch aus einem Dipeptidester Pro--Gly--OCHa erhalten. 

Dagegen war die Hydroxamsgureausbeute bei Aminosgureestern, 
deren Aminogruppe btockiert war, erheblich besser, ttippursgureester 
ergab z .B.  77%. Auch ein Tripeptidester Gly- -Gly- -Pro- -OCHa lieg 
sich mit einer Ausbeute umsetzen, die mit der N-substituierter Amino- 
sgureester in verhgltnismgBig engen Grenzen iibereinstimmte. Naeh 
diesen Ergebnissen ist anzunehmen, dag in den zuletzt genannten Bei- 
spielen die M6glichkeiten flit Nebenreaktionen geringer sind als in den 
zuerst angefiihrten. Man erkennt, dab alle Verbindungen, welche schlechte 
Hydroxamsgureausbeuten ergeben, zu RingschluBbildungen (Pyrrolidon- 
carbonsgure, Diketopiperazin) zwischen der an der Reaktion beteiligten 
Estergruppe und einer Aminogruppebefghigt sind. Sobald diese MSglich- 
keit entfgllt, wie es nach Substituieren der freien Aminogrupl?e oder bei 
Tripeptidestern zutrifft, bilden sich Hydroxamsguren in optimalen 
Mengen. 

17 M .  K l e n k ,  Dissertat., Univ. Mfinchen 1960. 
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SchlieBlich wurden auch Asparagin und Triglycin bei pH 9,5 mit 
Hydroxylamin umgesetzt, um die Selektiviti~t der Reaktion zu testen. 
Unter den angewendeten Bedingungen bildeten sich auch aus Asparagin 
in einer sehr langsamen Reaktion geringe Mengen an I-Iydroxams~ure. 
Die Reaktion verl~uft jedoch im Gegensatz zu der yon Carbons~ure- 
estern, die nach 3--4  Stdn. abgeschlossen ist, fiber einen langen Zeitraum 
stetig welter (Tab. 2), so dal~ es durch eine zeitliche Verfolgung der 
Hydroxams~urebildung leicht mSglich ist, Ester und Amidbindungen 
quantitativ auseinander zu halten. In starker alkalischer L6sung ver- 
liiuft die Hydroxamsgurebildung yon Asparagin erheblich raseher (vgl. 
dazu Bergmann15). Triglyein gab bei pH 9,5 praktisch keine Reaktion. 

Tabelle 2. H y d r o x a m s ~ u r e b i l d u n g  aus A s p a r a g i n  und  Tr ig lyc in ,  
v e r g l i c h e n  mi t  I - I i p p u r s ~ u r e ~ t h y l e s t e r  (10 ~Mol/3 cm a) bei  Um- 

s e t z u n g  mi t  0,72m-NH2OH, p H  9,5, 37 ~ 

Extinktion der L6sung nach Farbreaktion mit FeC13. X = 500 mt~ 

Stdn. l ~ O t I - B e h a n d l u n g  1 2 3 4 5 6 

Asparagin 0,014 0,020 0,023 0,025 0,028 0,032 
Triglycin 0,004 0,008 0,007 0,008 0,008 0,010 
Hippurs~ure~thylester 0,73 0,78 0,82 0,83 0,83 0,82 

D i s k u s s i o n  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Zeigen, dab fiir die quantitative 
Bestimmung yon Carbonsi~ureestern dureh ~?berfiihrung in Hydroxam- 
s~uren, welche kolorimetrisch gemessen werden kSnnen, das Gebiet um 
pH 9,5 gfinstig ist. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist hier geniigend groB. 
Au~erdem werden Peptid- und Amidbindungen nieht oder nur in sehr 
geringem MaBe angegriffen. Bei der Reaktion sell eine mSglichst hohe 
Hydroxylaminkonzentration ( 0 , 7 -  lm) zur Anwendung kommen, um 
die Umsetzung mSglichst weitgehend in die gewiinsehte Richtung zu 
lenken. Naeh 4stdg. Einwirkung bei 37 ~ erreicht die Reaktion ihren 
Endwert.  

Die Hydroxams~urebildung ist in keinem Falle vollsts denn die 
Reaktion wird durch verschiedene Nebenreaktionen beeintr~chtigt. Bei 
quantitativen Esterbestimmungen muB daher die Farbenintensit~it mit der 
eines Esters verglichen werden, der der gleichen Hydroxylaminbehand- 
lung unterworfen worden war. Als wiehtigste Nebenreaktion ist die 
Verseifung des Esters zu nennen. In der vorliegenden Arbeit konnte 
gezeigt werden, dab dieselbe in dem f fir die Hydroxams~urebildung 
giinstigen pH-Bereich mit einer Gesehwindigkeit abli~uft, die die Hydrox- 
amsi~urebildung beeintri~ehtigen kann. In den Fgllen, in denen die 
Konstitution der Verbindung ifir RingsehluBreaktionen der Estergruppe 
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mit einer Aminogruppe giinstig ist, ist zus//tzlich zur Wirkung der Ver- 
seifung ein erheblicher Abfall der Hydroxams/~ureausbeute zu ver- 
zeichnen. Diese Erkenntnisse sind wichtig fiir quantitative kolorimctrische 
Bestimmungen yon Estern nach der Hydroxams//uremethode. Als 
Standardsubstanzen sind nur solche geeignet, welche maximale Aus- 
beuten ~n Hydroxams/~uren Jiefern. In der vorliegenden Arbeit wurde 
Hippurs~ureester eingesetzt, w/ihrend Hestr in  s Aeetylcholin verwendete. 

Fiir die Beurteihng muncher Ergebnisse bei der lJberfiihrung yon 
Carbons/~ureestern in Hydroxams/iuren mug die Kenntnis des t~eaktions- 
mechanismus aufsehluBreich sein. Dazu liegt eine kurze Mitteilung yon 
Jencks  is vor. Bei der'Umsetzung yon p-Nitrophenylaeetat mit Hydroxyl- 
amin bei pi t  6,9 beobachtete er eine sehr rasehe Freisetzung yon p-Nitro- 
phenol, wghrend die Hydroxams//ure erst nach 1/ingerer Zeit erschien. 
Offenbar-entstand zun/~ehst ein Zwischenprodukt, das sich in einer 
langsameren Reaktion in Aeethydroxams/~ure umwandelte. Wit Hilfe 
von Benzoylchlorid gelang es, dieses Zwischenprodukt abzufangen und 
O-Acetyl-N-benzoylhydroxylamin zu isotieren. Im Falle der Verwendung 
yon :Benzoes/~ure-p-nitrophenyles~er gelang es sogar, die etwas stabilere 
Verbindung O-Benzoylhydroxylamin darzustellen. Bereits 1942 batten 
Scott und Wood ~9 0 - A n t h r a n o y l h y d r o x y t a m i n  aus Isatos~;ureanhydrid 
und NH~OIt erhalten. Alle diese Ergebnisse weisen darauf hin, dab 
zungehst ein O-aeyliertes Hydroxylamin entsteht, welches sich in die 
Hydroxamsgure umwandelt. 

Die Umlagerung von O-Benzoylhydroxylamin in Benzhydroxam- 
s//ure verli/uft naeh den Angaben yon Jencks  ~s nur in Gegenwart gTSgerer 
Mengen yon Hydroxylamin glatt. Offenbar ist es ein intermolekularer 
Vorgang. In Abwesenheit yon Hydroxylamin bildeten sieh daneben 
erhebliehe Mengen O,N-Dibenzhydroxamsgure. 

Es ist durehaus m6glieh, dab die in der vorliegenden Arbeit als 
St6rungen erkannten Verseifungs- und RingschluBreaktionen besonders 
stark bei den als Zwisehensmfe auftretenden O-Aeylhydroxylamin- 
verbindungen wirksam werden und nicht nut am freien Eater ansetzen. 
Diese Zwisehenstufe besitzt sicherlich ein h6heres Energieniveau und 
reagiert daher besonders leicht. Solange jedoch keine kinetischen Ver- 
gleiehe vorliegen, kann diese Frage nieht eindeutig entschieden werden. 

Wie welt sehlieBlich die Untersuchungen yon Jenclcs, welche mit 
aktivierten Estern angestellt worden waren, auch fiir die Umsetzung 
normaler Carbons/iureester gelten, ist noch unbekannt. Zweifel dariiber 
werden aus der pH-Abh/ingigkeit der Real~tion gen//hrt. Im Falle akti- 
vierter Ester - -  Untersuchungen liegen fiir S-Acetylthioglyko]s/~ure 

is W.  P .  Jencks, Bioehim. biophysica Ac~a 27, 417 (1958). 
19 A .  W.  Scott und B. L.  Wood, J.  org. Chem. 7, 508 (1942). 
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vor  "~ - -  seheint  die Dissoziat ion yon  H y d r o x y l a m m o n i u m s a l z e n  in die 
freie Base,  welche im Bereich u m  p H  6 erfolgt  ( p K  5,98~1), der  p H - a b -  
h/ingige Vorgang zu sein. Hippurs / iu rees te r  dagegen beginnt  sich erst  bei  
p H  8 mi t  H y d r o x y l a m i n  umzusetzen.  Der  pH-abh/~ngige Sehr i t t  d i i r f te  
hier  eher  in einer  Zwischenstufe  der  Reak t ion ,  e twa in der  Umlagerung  
yon  O - A c y l h y d r o x y l a m i n  in die Hydroxams/~ure,  zu suchen sein. Es be- 
s teh t  jedoch auch die MSglichkeit ,  dab  im Fal le  der  tri~geren Carbon- 
s/ iureester  das  Anion  N H 2 0  e das  angrei fende Agens dars te l l t .  

F r l .  E. Boebinger sei fiir die saubere  Durchf i ihrung  der  k ine t i schen 
Un te r suchungen  gedankt .  

Experimenteller Teil 

Hippur-hydroxams4ure: 10g Hippurs~ure und 10g PC15 wurden in 
100 cm ~ Acetylchlorid 24 Stdn. geschfittelt 2~. ]:)as gebildete t t ippurylchlor id  
(8,1 g) wurde abgesaugt, mit  Dioxan nachgewaschen und portionsweise unter  
gelegentlicher Kiihlung in eine LSsung yon 2,8 g Hydroxylaminhydrochlor id  
in 80 cm 3 Pyr id in  und 10 cm 3 Tr ia thylamin eingetragen. Nach Beendigung 
der Umsetzung wurden nochmMs 10cm 8 Tri~thylamin zugesetzt. Nach 
3 Stdn. wurde yon Tri~thylammoniumchlorid abgesaugt und die L6sung 
im Vak. zur Trockene genommen. Den 51igen Rflckstand nahm man in Wasser 
auf l ind schiit telte gef~rbte Nebenprodukte  mit  Essigester aus. Ein flockiger 
Niederschlag wurde abgetrennt.  Da die verbliebene w~flrige LSsung beim 
Eindampfen im Vak. zu s tarkem Sch~umen neigte und sich Zersetzungs- 
erscheinungen bemerkbar  maehten,  wurde sic eingefroren und bei 0,01 Torr 
verdampft .  Der Rfiekstand wurde in wenig Alkohol gel6st und die LSsung 
eingeengt. Dabei sehieden sich Kristal le  aus (1,8 g); nach UmkristMlisieren 
aus Alkohol ~_ther: Sehmp. 137--139 ~ 

CgH10N~O3 (194,19). Ber. C 55,66, H 5,19, N 14,43. 
Gef. C 55,83, H 5,29, N 14,19. 

Aus der Mutterlauge gelingt es, noch etwa eine gleiche Menge Hippur-  
hydroxams~ure zu isolieren, indem man zur Trockene nimmt,  den l~fickstand 
in etwa 40 em ~ Wasser  16st trod in Anteilen yon 5 em 3 an einer S~ule, geffillt 
mit  Dowcx 50-X2 (H+-Form, 12 • 200 mm) ehromatographiert .  L6sungs- 
mit te l  : Wasser. Eine geringe mi t  der Fron t  wandcrnde FeC13-positive F rak t ion  
wird verwo~fen. Die FeC18-positive I-Iauptfraktion t r i t t  zwischen 25 und 
50 em 3 Elut ionsvolumen aus der S~ule. Nach ihrem Abklingen wird die S~tule 
dutch Spfilen mit  n/10-HCI, dann mit  Wasser bis zur neutrMen Rcakt ion 
regeneriert.  Die Hippurylhydroxams~ture enthal tenden Eluate  werdcn bei 
m6glichst tiefer Temp. im Vak. zur Troekene genommen, die l~iiekst~nde 
in Alkohol gel6s t u n d  mit  ~ the r  gef~llt. 

Kinetische Untersuchungen: I Iydroxylaminl6sung wurde du tch  Misehen 
glelcher Volumteile einor 30proz. w~firigen L6stmg yon Hydroxylammonium-  

2o L . H .  Noda, S. A. Kuby und H. A.  Lardy, J. Amer. chem. Soe. 75, 913 
(1953). 

21 H. Hagisawa, Bull. Inst .  phys. chem. Res. [Tokyo] 20, 251 (1941). 
2~ E. Fischer, Ber. dtsch, chem. Ges. 38, 612 (1905). 
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chlorid und 15proz. NaOtI  hergestellt. 1 cm 3 davon wurde auf das gewiinschte 
pH gebraeht, auf 2 em 8 verdiinnt und mit  1 em 3 Wasser, enthMtend 10 aMol 
Hippurs/~ure~tthylester (2,08 mg), versetzt. Endkonzentrat ion an t tydroxyl-  
amin 0,72m. Nach entsprechend langer Inkubation bei 37 ~ versetzte man mit  
1 em 8 3n-tiC1 und 1 em 3 einer 4proz. wKllrigen FeC13-LSsung und mall sofort 
mit  einem Spektralphotometer Beckman DU die Extinkgion bei 500m~x 
(Absorptionsmaximum) und 700ma (Basislinie) gegen eine Blindprobe, 
welche ohne ttippurs~ure/~thylester angesetzt worden war. Die Differenz der 
Extinktionen wurde ausgewertet. 

Die Gesehwindigkeitskonsta.nte ]c H der I-Iydroxams/iurebildung wurde 
unter Zugrundelegung der fiir eine Reaktion 1. Ordnung mit  Konkurrenz- 
reaktion 1. Ordnung abgeleiteten Beziehung 

l n ( [ H  ] - - [ H / H o o ] ) = - - ( k H + k s ) ~ ;  

berechnet. (H = Hydroxamsfiure, ks = Geschwindigkeitskonstante der Ver- 
seifung.) 

Versei]ung: 10cm 3 einer w~grigen L6sung yon 20 ~Mol Hippurs~ure- 
~thylester wurden mit  20 cm 3 0,2m-Boratpuffer von pH 8,5 bzw. 9,5 ver- 
setzt und bei 37 ~ inkubiert. Nach versehiedenen Zeiten wurden jeweils 4,5 cm 3 
entnommen, 3 cm 3 Hydroxylaminl6sung (s. oben) zugesetzt, auf pH 9,5 
gestellt und 4 Stdn. bei 37 ~ aufbewahrt. Der FeCls-Test wurde mit  3 em 3 
der L5sung wie oben durchgeftihrt. 


