Monatshefte fiir Chemie 101, 782—810 (1970)

Kinetik der Reaktion von Sulfhydrylverbindungen
mit o, 3-ungesiittigten Aldehyden in wiilrigem System

Von

H. Esterbauer

Aus dem Institut fiir Biochemie der Universitdt Graz
Mit 5 Abbildungen

( Eingegangen am 4. Oktober 1969;
endgiiltige Fassung: 6. Dezember 1969)

2-Alkenale  reagieren — mit SH-Verbindungen zZu
R—CH(SR)—CHy—CHO; 4-Hydroxy-2-alkenale reagieren zu
den entsprechenden 4-Hydroxyalkanalen, die sich zu den
eyclischen Halbacetalen umlagern. Die Gesamtreaktion ist
reversibel. Die Geschwindigkeit der Produktbildung ist ge-
geben durch: v = k (Alkenal) (Sulfhydryl). Methoden zur Be-
stimmung der Konstanten k werden beschrieben. % ist eine
scheinbare Konstante ; sie ist eine Funktion der Konzentrationen
und der Art aller Protonendonatoren (H20, H30+, CH3COOH,
HyPO4 1, HPO, 2 oder allgemein HX-Verbindungen). Es
wird eine Gleichung abgeleitet, die den Zusammenhang zwi-
schen der milieuabhiingigen Konstante % einerseits und den
individuellen, milieuunabhingigen Geschwindigkeitskonstanten
sowie der Zusammensetzung des Reaktionssystems beschreibt.
Mit dieser Gleichung werden fiir einige Modellreaktionen aus
den scheinbaren Konstanten k die wahren, milieuunabhéingigen
Geschwindigkeitskonstanten  berechnet. Die  biologischen
Effekte von Hydroxyalkenalen werden auf Grund der gewonne-
nen Erkenntnisse diskutiert.

Kinetics of the Reaction of Sulflydryl Compounds with
o, B-Unsaturated Aldehydes in an Aqueous System

2-aJkenals react with SH-compounds to

R—CH(SR)—CH;—CHO; 4-hydroxy-2-alkenals react to the

corresponding 4-hydroxy-alkanals which rearrange to the

cyclic semiacetals R—CH—CH(SR)—CH>—CHOH. The
! i

overall-reaction is reversible. The rate of produect formation is
given by: v = k (alkenal) (sulfhydryl). Methods for determina-
tion of the rate constant k are described. The apparent constant
k is a function of concentration and kind of proton donors of the
reaction system (Ho0, HsO+, CH3CO0H, H2PO,4-1, HPO4 2 or
other HX-compounds). An equation is developed which
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deseribes the interrelation. between the overall-reaction rate
constant k& and the individual intrinsic rate constants and com-
position of the reaction systern. By this formula from the
k-values the individual intrinsic rate constants of some model
reactions are calculated. The biological effects of hydroxy-
alkenals are discussed on the basis of the obtained data.

Einleitung

Wie die Untersuchungen von Schauenstein und Mitarb.! zeigen, sind
die vielfaltigen Wirkungen von Alkenalen und 4-Hydroxyalkenalen auf
Zell- und Gewebsmaterial sowie auf isolierte Enzyme wnd Proteine vor
allem der Reaktion dieser Aldehyde mit SH-Gruppen zuzuschreiben.
Die Summe der dabei ablaufenden Teilreaktionen 148t sich formal durch
die Reaktionsgleichung A4id + RSH — AIdHSR (R = Protein, Peptid
oder niedermolekulare Verbindung) beschreiben. Voraussetzung fiir die
Deutung und Interpretation der verschiedenen empirisch festgestellten
Effekte dieser Aldehyde ist, daB sowohl die Struktur der Reaktions-
produkte als auch der Mechanismus und die Kinetik der Reaktionen
o,3-ungesittigter Aldehyde mit Sulfhydrylverbindungen gesichert ist.

In einer Reihe von Vorversuchen wurden die Geschwindigkeits- und
Gleichgewichtskonstanten einiger Reaktionen dieser Art gemessen. Es
zeigte sich, daB die experimentell bestimmbaren Konstanten in kompli-
zierter Weise vom Reaktionsmilieu abhingen und zunichst weder einen
SchluBl auf die Reaktionskinetik noch auf die wahren milienunabhingi-
gen Konstanten ermdglichen. Es war vorauszusehen, daB die Deutung
der aus den kinetischen Messungen gewonnenen Daten um so schwieriger
ist, je komplexer die eingesetzten Verbindungen sind. Daher sollte die
Untersuchung der in Tab. 1 angefiihrten einfachen Modellreaktionen
einen maglichst genauen Uberblick iiber die bei den Reaktionen von
Alkenalen bzw. Hydroxyalkenalen mit Sulfhydrylverbindungen in
wélriger Losung ablaufenden Vorginge ergeben. Thioglykolsiureithyl-
ester wurde als Vertreter fiir SH-Verbindungen, die auer der SH-Gruppe
keine weitere dissoziationsfihige Gruppe enthalten, ausgewahlt, Thio-
glykolsiure als Modellsubstanz fiir SH-Verbindungen, die neben der
SH-Gruppe noch eine weitere dissoziationsfahige Gruppe enthalten. Die

1 E. Schauenstein, H. Esterbauer, G. Jaag und M. Taufer, Mh. Chem. 95,
180 (1964); I.J. Bickis und E. Schauensiein, Abstr. 5th Internat. Congr.
Chemother., Vienna 1967, Part. 2, Verl. Wiener Med. Akademie, Wien, 1967,
p. 965; W. Burkl, I. Kramer und E. Schawuenstein, Z. Naturforsch. 22 b,
763 (1967); H. Schauenstein, W. Wéhl und I. Kramer, Z. Naturforsch. 23 b,
530 (1967); E. Schauenstein, F. Dorner und J. Sonnenbichler, Z. Naturforsch.
23 b, 316 (1968); E. Schauenstein, B. Wiinschmann und H. Esterbauer,
Z. Krebsforsch. 71, 21 (1968); E. Schauenstein, B. Wiinschmann und H. Ester-
bauer, Z. Krebstorsch. 72, 325 (1968); E. Schauenstein, I. J. Bickis und
M. Taufer, Mh. Chem. 100, 1077 (1969).
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beiden Aldehyde wurden als Vertreter der Alkenale baw. 4-Hydroxy-
alkenale gewdhlt.

Material und Methoden

Abkitrzungen: Ald = «,3-ungesittigter Aldehyd; RSH = Sulfhydryi-
verbindung; AIJHSR = Reaktionsprodukt von 4ld und RSH; HPE =
4-Hydroxy-2-pentenal ; RGK = Reaktionsgeschwindigkeitskonstante; Gl. =
Gleichung; M = Mole/Liter; s = Sekunden; & = experimentell bestimm-
bare RGK der Cesamtreaktion, definiert nach Gl. (1) in M~1s1; (Ald) = a =
Kongentration an Ald (in M); (RSH), = b = gesamtbe mit Methode 1
bestimmbare Konzentration an RSH (in M); (4IdHSR) = = = Konzen-
tration des Reaktionsproduktes 4/dHSR (in M), ohne cyclische Acetalform
bei den Hydroxyalkenalreaktionsprodukten; DTNB = 5 5-Dithiobis-(2-
nitrobenzoesiure).

Crotonaldehyd (Fa. Schuchardt, Miinchen): Einmal iber die Kolonne
destilliert. UV-Spektrum in Wasser: 33 s00v = 43, €45 o00v = 15 500.

4-Hydrozypentenal®: UV-Spektrurn in Wasser: ez2 saov = 36, €45 poov =
13 806.

Thioglykolsiure (etwa 80proz. wabr. Losung der Fa. Merck): Vor Ge-
brauch mit Hs0 verdiinnt und mit NaOH auf pH 6,0 gebracht. UV-Absorp-
tion in Wasser steigt mit dem Dissoziationsgrad der SH-Gruppe; aus der
pH-Abhéngigkeit des Spektrums wurde die Dissoziationskonstante der
SH-Gruppe zu Ksg == 5,0 - 10~1L bestimmt (t = 25°; 0,1M KCl), Kcoon =
3,0 - 1074 (¢ = 25°; 0,1M KCl).

Thioglykolsiureithylester (Fa. Schuchardt, Miinchen): Aus der pH-Ab-
héingigkeit der UV-Absorption wurde die Dissoziationskonstante der SH-
Gruppe bestimmt zu Kgg = 7,40 - 109,

Reakiionsbedingungen: Alle kinetischen Messungen wurden in Wasser
bei 25°C durchgefithrt. Die pH-Werte der Reaktionslosmmgen lagen im
Bereich von 0,3—12,0 und wurden wihrend der Reaktion auf mindestens
0,05 pH-Einheiten konstant gehalten. Einstellung und Konstanthaltung der
Jeweiligen pH-Werte erfolgte nach dem pH-Stat-Prinzip mit NaOH bzw.
HCl. Die Tonenstérke wurde mit KCI auf 0,1 u eingestellt.

Bei den Experimenten zur Priifung der Abhingigkeit der RGK von pH
und Essigsdurekonzentration bzw. von pH und Phosphatkonzentration
enthielt die Reaktionsldsung zwischen 5 - 10-3 und 5 - 10- M CGesamtacetat
bzw. -phosphat. Die Ionenstirke war bei diesen Experimenten = 0,1p.

Die Anfangskonzentrationen von 4ld {Crotonaldehyd, Hydroxypentenal)
lagen im Bereich von 1 - 10-1 bis 5 - 107534, die Anfangskonzentrationen an
RSH zwischen 2 - 10-3 und 5 - 10-534.

Das Mischungsverhiltnis 4Id : RSH betrug 20—50: 1; 3:1; 1:1 oder
1:3.

Mischungsverhdltnis und Konzentration der Reaktanten waren stets so
gewdhlt, daB die Hauptreaktion nicht durch stérende Nebenreaktionen
(Oxydation der SH-Verbindungen, H+- und OH--katalysierte Polymerisation

* H. Esterbauer und W. Weger, Mh. Chem. 98, 1884, 1994 (1967).
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der Aldehyde) beeinflulit wurde. Die Geschwindigkeit der Nebenreaktionen
wurde in einer Reihe von Vorversuchen gemessen?®.

Realktionsansatz: Das ReaktionsgefdB ist ein auf 25 4 0,5° C thermo-
statiertes 150-ml-Titriergefa mit 5-Schiiff-Aufsatz. Der Mittelschhff nimomt
die kombinierte Glaselektrode auf, die #HuBeren Schliffe enthalten das
Thermometer, die Zuleitung von einer NaOH-Kolbenbiirette (E 274,
Fa. Metrohm) und die Zuleitung von einer HCl-Kolbenbtrette. Durch die
funfte Schliff6ffnung werden die Reaktionslosungen zugegeben und Proben
entnommen. Gertihrt wird mit Magnetriihrer und tefloniiberzogenem Riihr-
stdbchen.

In das ReaktionsgefdB pipettiert man 10 ml m-KCl-Lésung, 70 ml H20
(bei den Versuchen tber den Einflufl von Acetat oder Phosphat: 20 ml H3O
und 50 ml Acetat- bzw. Phosphatlésung), 10 ml Na-Thioglykolat oder
Thioglykolséuredthylesterlosung bekannter Konzentration (Konzentration
bestimmt mit DTNB nach Ellman?). Durch Zugabe von HCl oder NaOH
aus den Kolbenbiiretten wird der gewiinschte pH-Wert eingestellt. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 10 ml! wilr. Aldehydlésung bekannter
Konzentration gestartet (Konzentrationsbestimmung spektrometrisch).
Wihrend der Aldehydzugabe, die in 5s beendet sein soll, wird eine Stopp-
uhr in Gang gesetzt. Je nach Reaktionsgeschwindigkeit werden in Intervallen
von 30 s bis 1 h Proben entnommen und auf SH-Gehalt bzw. Aldehydgehalt
analysiert. Wihrend der Reaktion auftretende pH-Anderungen werden
durch vorsichtige Zugaben von HCl oder NaOH ausgeglichen. Die zugege-
benen Volumina waren kleiner als 2ml, der Verdiinnungsfaktor wurde nicht
berticksichtigt.

Bestimanung von b und o in Abhingigkeis von der Reakiionszeit ¢

Die Anfangskonzentrationen ao und by ergeben sich unmittelbar aus
Volumen und Konzentration der eingesetzten Aldehyd- bzw. Sulfhydryl-
1osung. Das Fortschreiten der Reaktion wird entweder auf Grund der
Konzentrationsabnahme der Sulfhydrylverbindung (Methode 1) oder der
Aldehydverbindung (Methode 2) verfolgt. Gemessen wird immer die Konzen-
trationsabnahme der UnterschuBkomponente.

Methode 1: Bestimmung von b: Aus der Reaktionslésung werden v ml
Probe (0,5 bis 5 ml) entnommen und zu einer Mischung aus (5 — ») ml H20
und 5 ml DTN B-Reagens gegeben. DTN B-Reagens: 1 - 10~% Mole = 39,6 mg
DTNB in 100 ml 0,1m-Phosphatpuffer pH 7,0. Die Gelbfirbung wird inner-
halb einer Minute bei 412nm (£ = 2 em, 1 cm) gemessen. Die Vergleichs-
kiivette enthilt eine Mischung aus 5 ml H20 und 5 ml DTNB-Reagens. Aus
der gemessenen Extinktion E berechnet sich die vorhandene Konzentration
der Sulfhydrylverbindung in der Reaktionslésung nach:

b = Ef{13 500d

(f = Verdinnungsfaktor)

Durch DTN B wird die Reaktion sofort gestoppt, da die noch vorhandene
SH-Verbindung in einer schnellen Reaktion zum entsprechenden Disulfid
umgesetzt wird.

Bei dem zur Durchfihrung der Reaktion bendtigten pH-Wert von
7 bis 8 reagieren die SH-Verbindungen aber auch mit den Aldehyden mit

8 H. HEsterbauer, unverdffentlichte Versuche.
4 @. L. Ellman, Arch. Biochem. Biophys. 82, 70 (1959).
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erheblicher Geschwindigkeit. Ob die Vernachléssignng dieser Parallel-
Reaktion gerechtfertigt ist, 148t sich in einem einfachen Experiment iiber-
prifen. Man gibt zu einer Mischung aus 5ml DTNB-Reagens und 4 ml
Aldehydlosung (¢ =0; 1-10-3M; 5-10-3M usw.) 1ml RSH-Loésung
bekannter Konzentration und mifit E41s nm. Bel den untersuchten Reak-
tionen findet man 95 bis 1009 des eingesetzten RSH nur dann, wenn die
Aldehydkonzentration in der Me8losung kleiner als etwa 1-10-2M ist.
Dieser Grenzwert hangt sowohl von der Art des Ald als auch von der Art
der zu bestimmenden Sulfhydrylverbindung ab. Die Extinktion der Probe
nimmt bei lingerem Stehen zun, da sich AIdHSR in der reversiblen Realtion
zu Ald und RSH zersetzt.

Methode 2: Bestimmung von a: Bei den Experimenten, bei denen die
Reaktionslosung HCl, NaOH, Phosphatpuffer oder Acetatpuffer in Kon-
zentrationen grofer als 5 - 10-2]4 enthilt, ist eine pH-Anderung withrend der
Reaktion nicht zu befurchten und eine pH-Kontrolle withrend der Reaktion,
wie sie bei Methode 1 durchgefihrt wird, nicht notwendig. Eine Probe der
Reaktionslésung wird unmittelbar nach dem Starten der Reaktion in
Kivetten geeigneter Schichtdicke tibergefihrt und der Reaktionsablauf im
Spektrometer bei 45 000 cm—* verfolgt. Die Vergleichskitvette enthilt alle
Komponenten mit Ausnahme der Reaktanten. Das Kiivettengehiiuse ist auf
25°C thermostatiert. Ungessttigte Aldehyde zeigen ein ausgeprigtes
Absorptionsmaximum bei 45 000 cm—*, das bei der Reaktion mit Sulf-
hydrylverbindungen verschwindet. Aus der gemessenen Extinktion be-
rechnet sich die Konzentration des A4ld in der Reaktionslésung nach:
@ = m— (boersm — GoersE 1 @otaiausr)/(c4ia + ersH — caiamsr). Da-
bei ist m = Extinktion der Probe bei 45 000 cm—1, d = 1 em; £44, SRSH,
£a1ar5H = molare dek. Extinktionskoeffizienten von Ald, HSR und AIdHSR ;
der ersu-Wert ist pH-abhingig.

Fiir Thioglykolat gilt bei pH 1 bis 9, fiir Thioglykolsduresthylester von
pH 1 bis 6: £4I1dHSR — ERSH < €Ald. Enthilt die Vergleichskiivett.e b
M-RSH, so berechnet sich bei Messungen in den genannten pH-Bereichen die
jeweils vorhandene Aldehydkonzentration nach: a = Efe g4 d.

pH-Messungen: pH-Meter E 300 (Fa. Metrohm, kombinierte Glas-
elektrode, UX. Eichung mit Eichpuffer pH 2, 4, 7, 8, 10, 13.

UV-Spektren: Zeiss Spektralphotometer M 4 Q IIT d.

IR-Spektren: Perkin-Elmer, Modell 21, Losungsmittel CHCl3.

NMR-Spektren *: Varian A 60 A, Losungsmittel CDCl;, TMS als innerer
Standard.

Polarogramme: Polarograph PO 4 (Fa. Radiometer).

Versuchsergebnisse und deren Diskussion
Struktur der Reaktionsprodukte

Die Reaktionen 1 bis 4 fiihren zu einem Gleichgewicht. Unter ge-
eigneten experimentellen Bedingungen gelingt es, das Gleichgewicht so
weit auf die Seite der Reaktionsprodukte zu verschieben, und anderer-

* Ich danke Herrn Prof. Dr. E. Ziegler, Vorstand des Instituts fur
Organische Chemie der Universitdt Graz, und Herrn Dr. H. Sterk fur die
Aufnahme und die Interpretation der NMR-Spektren.
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seits die Riickreaktion so zu verlangsamen, dafl auch eine priparativ
synthetische Darstellung der Reaktionsprodukte mdoglich ist. Die
chemischen und physikochemischen (Elementaranalyse, UV, IR, NMR)
Untersuchungen der Reaktionsprodukte der 4 Modellreaktionen und
einiger weiterer &dbnlicher Reaktionen ergaben, daf Alkenale und
4-Hydroxyalkenale mit Sulfhydrylverbindungen in wéafrigem System
zu den entsprechenden [(-substituierten gesittigten Aldehyden
R—CH(SR)—CH,;—CHO bzw. R—CH(OH)—CH(SR)—CH,;—CHO re-
agieren (vgl. Tab. 1). Die Reaktionsprodukte der 4-Hydroxyalkenale
lagern sich im Oxo—Cyclo-Tautomeriegleichgewicht zu den furanoiden
Halbacetalen um; das Gleichgewicht ist weitgehend zugunsten der
cyclischen Form verschoben. In organischen Loésungsmitteln konnte
UV-, IR- und NMR-spektroskopisch keine Oxo-Form nachgewiesen
werden. In Wasser hingegen 146t sie sich UV-spektroskopisch durch die
C=0-Absorptionsbande bei 33 000 ecm—1 eindeutig nachweisen. Die
quantitative Bestimmung der Gleichgewichtslage war nicht méglich.

Kinetik der Gesamireaktion und Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante
k der Gesamtreaktion

Der Reaktionsablauf wird, wie vorne aufgefiithrt, durch Messen der
Zeit—Umsatzkurve bestimmt; Abb. 1 bringt eine kleine Auswahl
typischer Kurven. Ist das pH der Reaktionslosung kleiner als 7, reagieren
dquimolare Mischungen von etwa 1-10-4M Ald und RSH praktisch
vollstdndig zum entsprechenden AIdHSR. Mit zunehmendem pH der
Reaktionsloésung macht sich aber der reversible Charakter der Reak-
tionen mehr und mehr bemerkbar und die Konzentrationen von Ald
und RSH nehmen nicht mehr auf 0 ab, sondern auf den durch die
Gleichgewichtskonstante der Reaktion gegebenen Wert. Die Reversibili-
tat der Reaktionen nimmt in der Reihe zu: Rkt. 4 << Rkt. 2 < Rkt. 3 <
<< Rkt. 1. Durch Erhshung der Anfangskonzentrationen von Ald oder
von Ald und RSH iiber 1 - 10-4M konnte bei den Reaktionen 4 und 2
auch im alkalischen pH-Bereich meist nahezu irreversibler Reaktions-
ablauf erreicht werden. Bei Reaktion 3 und insbesonders bei Reaktion 1
war dies nur zum Teil méglich.

Fiir die Reaktionsgleichung der experimentell mefbaren Gesamt-
reaktion gilt Gl. (1)

3
Ald 4+ RSH, ———=> ;? Ald HSR.. (1)
Aus den MeBwerten der Zeit—Umsatzkurven wurden die konzentrations-

unabhingigen Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung (= k)
berechnet oder graphisch bestimmt. Zur Anwendung kamen die Zeit-
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gesetze® einer Reaktion des Typs 4 - B 2> C, wenn die Reaktion zu
einem meBbaren Gleichgewicht fiihrte (vgl. Abb. 1 a, 1 b).

Wenn die Reaktion zu keinem mefbaren Gleichgewicht fiihrte,
wurden die Konstanten nach den bekannten Zeitgesetzen einer irrever-
siblen. Reaktion zweiter Ordnung bestimmt (vgl. Abb. 1 ¢, 1d).

Einfluf der Ionenstirke auf die Geschwindigkeitskonstante k

Um den Einflul der Ionenstirke und den Einfluf primirer und
sekundirer Salzeffekte auf die Reaktionen 1-—4 zu untersuchen, wurden
in einigen Experimenten bei pH 7,0 die Reaktionsgeschwindigkeits-
konstanten k bei Ionenstirken im Bereich von 0,01 bis 0,3 u bestimmt.
Die Versuche ergaben, dafl Ionenstarken von g £ 0,01—0,3 keinen mel-
baren EinfluB auf die k-Werte der Reaktionen 1-—4 haben.

Einfluf der H+-Konzentration auf die Geschwindigkeitskonstante k

Als Reaktionspartner der o,B-ungesittigten Aldehyde kann zweifel-
los das Sulfhydrylanion, das sich in einer vorgelagerten Dissoziations-
reaktion bildet, angenommen werden; daher war zu erwarten, daf die
RGK der Gesamtreaktion stark von der H*-Konzentration abhingt.
Um diese Abhangigkeit zu studieren, wurden zunéchst alle kinetischen
Messungen in 0,1m-Phosphatpuffern durchgefiihrt. Es zeigte sich
jedoch, daB die so bestimmten %-Werte tatsdchlich in keinen erkenn-
baren Zusammenhang mit der H+.-Konzentration bzw. der Dissoziation
der SH-Verbindung gebracht werden kénnen. Wie die spéteren Aus-
fithrungen iiber den Mechanismus zeigen werden, ist der Einflul von
Puffern auf % ein spezieller Fall des allgemeinen Prinzips, nach dem die
RGK der (Gesamtreaktion von der Konzentration aller im System
anwesenden Protonendonatoren abhangen muf3. Um den Einflu von H+
allein zu untersuchen, wurden daher die kinetischen Messungen in
pufferfreier Reaktionslésung durchgefiihrt. Die verschiedenen pH-Werte
wurden nach dem pH-Stat-Prinzip mit NaOH bzw. HCI eingestellt. Fiir
die Reaktionen 1—4 wurden zundchst die £-Werte im pH-Bereich 1 —12
bei jeweils ganzzahligen pH-Werten bestimmt. Um schlieflich aus den
k-Werten die individuellen milienunabhingigen RGK genau berechnen
zu kénnen, wurden bei den Reaktionen 1 und 2 innerhalb der pH-Be-
reiche 12—8, 4—2 und 1-—0,3, bei den Reaktionen 3 und 4 in den
pH-Bereichen 12—10, 8,5—6, 4—2 und 1—0,3 auch bei Zwischen-
pH-Werten (= nicht ganzzahlige pH) k-Werte bestimmt. Alle bestimm-
ten k-Werte sind in die lg b—pH-Kurven der Abb.2 eingetragen.
Weitere k-Werte enthalten die Tab. 2 und 3.

5 A. A. Frost und R. G. Pearson, Kinetik und Mechanismen homogener
chem. Reaktionen. 2. Aufl., Weinheim 1964.
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Die Kurven zeigen zunichst vor allem deutlich, dafl die Geschwindig-
keitskonstante der Gesamtreaktion nur eine scheinbare Konstante ist,
die in komplizierter Weise von der H+.-Konzentration abhingt. Die
k-Werte nehmen im allgemeinen von pH 2 bis pH 12 mit steigendem pH
um 3 bis 5 Zehnerpotenzen zu. Welche Funktion den Zusammenhang
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Abb. 2. Einfluf der H+-Konzentration auf die Geschwindigkeitskonstante k.

Die linke Ordinate gilt fir die Kurven 3 und 4, die rechte Ordinate gilt fir

die Kurven 1 und 2. Die Kurven und -------—- wurden mit den in

Tab. 5 angegebenen Konstanten berechnet; O experimentell in pufferfreiem
System bestimmte k-Werte

zwischen k£ und der H+ Konzentration beschreibt, geht aus den Kurven
nicht unmittelbar hervor, so dafl nur aligemein festgestellt werden kann:
k= f(H?Y).

Der Kurventyp wird im wesentlichen von der SH-Verbindung
bestimmt und nicht vom Aldehyd. Ahnlichen Kurvenverlauf ergeben
jeweils die Reaktionen 1 und 2 bzw. die Reaktionen 3 und 4. Bei allen
4 Reaktionen steigt k ab pH < 1,5 etwa proportional mit der H+-Kon-
zentration an, d.h. in diesem pH-Bereich ist die Gesamtreaktion

51*
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Ht.katalysiert. Der o,3-ungesittigte Aldehyd wird in der Priméarreaktion
durch H+ aktiviert:

¥
R—CH=CH—CHO + H* «—k”—“ R—CH—CH=CH-—OH.
+

Der aktivierte Aldehyd reagiert mit der undissoziierten Sulfhydryl-
verbindung RSH zum Endprodukt:

R—CH—CH=CH—OH + RSH;?—"iR——CH(SR)——CHz—CHO +H+

Die Aktivierung des Aldehyds kann als vorgelagertes, sich schnell ein-
stellendes Gleichgewicht betrachtet werden, so daf fiir die H+-Konzen-
tration-unabhingige Geschwindigkeitskonstante dieser Additionsreak-
tion gilb: ko = A&’ [&".

kp ist die Geschwindigkeitskonstante der H*-katalysierten Additions-
reaktion bei pH = 0. Ihr Wert 148t sich aus den experimentell bestimm-
baren k-Werten nach Gl. (2) berechnen:

ko = k/(H*); Bedingung: d (Ig k)/d (pH) = — 1 (2)

Die Rechnung ergab die folgenden Mittelwerte:
Reaktion 1: kg = 1,18 - 10-2M-1s-1; Reaktion 2: kg = 8,05 - 103 M 157 1;

Reaktion 3: kg = 1,85 - 10-2M-15~1; Reaktion4: ko = 4,95 - 1034 ~1s-L.

Im pH-Bereich des Minimus der lg k—pH-Kurven (pH etwa 1,5 bis
2,5) reagieren die Sulfhydrylverbindungen sowohl in der RSH- als auch
in der RS—-Form, ab pH > 2,5 reagieren nur die RS—-Formen in der
OH--katalysierten Additionsreaktion nach Schema 1 mit dem o,f3-unge-
sattigten Aldehyd. Es wird im Gegensatz zur H+-katalysierten Reaktion
der nukleophile Reaktionspartner RSH durch OH~ in einem vor-
gelagerten Dissoziationsgleichgewicht aktiviert. Das Sulfhydrylanion
RS- reagiert mit einer mesomeren Grenzform des Aldehyds zu einer
reaktiven Zwischenverbindung AlSR-. Fiir die instabile Zwischen-
verbindung AIdSR- gilt der quasi-stationdre Zustand: + d (4WdSR~)/
dt= —d (4ldSR-)/d ¢t. Die Konzentration des AlSR~ ist klein im
Vergleich zu den Konzentrationen aller iibrigen Reaktanten. Die
reaktive Zwischenverbindung kann nun wieder in die Ausgangssubstan-
zen Ald und RS- zerfallen, sie kann sich aber auch in einer Reihe von
Parallelreaktionen mit den im System vorhandenen Protonendonatoren
zum Endprodukt AIdHSR umsetzen.



(<13

H. 3/19701 Kinctik der Reaktion von Sulfhydrylverbindungen 79

Reaktionsschema 1

+ H0T, kgt
ST T AWMHESR + H,0
/?/ —H:0, k0 4
S Ald HSReye
+ Ald, by ‘ +H:0, ko )
RSH = RS™ =———7 AWSR < —————= AldHSR 4 OH
— Ald. ke, —H,0, kog—
O\
SO\

\\ + BHX. Fyx ~ .
7 AldHSR - X
—HX, kx-

4ld = R—CH=CH—~CH=0 = RCH—CH=CH—0 =

= R—CH—(H—=CH. -0
+

e et

«—> R—CH(SR)—CH- -CH=0 «—> R—CH(SR)—CH=CH—0

Ald HSR = R—CH(SR)—CH,—CH=0=R--CH(SR)—CH=CH—OH.

Da alle Reaktionen nur in wiirigem Medium durchgefithrt werden,
reagiert AIdSR- auf alle Fille mit HyO und — entsprechendes pH
vorausgesetzt — auch mit HzO+. Dariiber hinaus kdnuen durch Zusatz
verschiedener HX-Verbindungen beliebig viele Parallelreaktionen ein-
geschaltet werden, die in grundsitzlich gleicher Weise AIdSR~ zu
AldHSR umsetzen. Experimentell untersucht wurde allerdings nur,
wie noch gezeigt wird, der Zusatz der folgenden HX-Verbindungen:
CH3COOH H3P04, H2P04_, HP042*.

Die bei den Reaktionen von 4-Hydroxyalkenalen primir gebildeten
Reaktionsprodukte lagern sich auf Grund der Oxo-——Cyclo-Tautomerie
zu den cyclischen Halbacetalen (AIdHSR,y,) um. Diese nachgelagerte
Reaktion wird bei den folgenden Ableitungen nicht beriicksichtigt.

Die effektive, experimenteli mefibare Reaktionsgeschwindigkeit der
nach Schema 1 ablaufenden OH--katalysierten Additionsreaktion ist
gegeben durch Gl. (3). Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit der Produkt-
bildung (= v~) gilt Gl. (4), fir die Geschwindigkeit der Riickreaktion
gilt GL. (5).
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V=07 —0v% (3}

v~ = k(4ld) (RSH), = ky asx 5 ig“;ﬁf@x) a-b (4)
2

e = ke (Ald HSR) ZhX) gausr) 5)

- k ——————————— e e
2k + 2 kux (HX)

Aus Gl (4) ergibt sich unmittelbar die Gl. (6) fiir die milieuunab-
hangige Geschwindigkeitskonstante k:

b Shax(EX) o (BS)  Ksx
Uk Sk (X)) b Ken HHY

- 3 kuax (HX) = kg,o (H,0) + kng+ (H*) +, . . . kux, (HXy)  (6)

Gl. (6) ist die gesuchte Funktion, die den Zusammenhang zwischen
der experimentell bestimmbaren Konstante einerseits und den individuel-
len milienunabhingigen Konstanten und den Konzentrationen aller vor-
handenen HX-Verbindungen beschreibt. Voraussetzung fiir die Giiltig-
keit dieser Gleichung ist, daBl in der Reaktionslosung nur ein reaktives
Sulfhydrylanion vorliegt, und daB die OH--katalysierte Reaktion die
Hauptreaktion ist. Der Quotient Xkux (HX)/ks + Tkux (HX) in
GL. (6) gibt jenen Bruchteil des insgesamt reagierenden AldSR~ an, der
mit HX-Verbindungen entsprechend Schema 1 zum Endprodukt umge-
setzt wird. Im folgenden wird dieser Quotient als Umsatzgrad {3 be-
zeichnet (8m,0 = Umsatzgrad, wenn als HX-Verbindungen nur Hz0*
und Hy0 vorhanden sind). Der Umsatzgrad $ ist nach Gl. (7) abhingig
von den Konzentrationen und Katalysekonstanten aller im System
anwesenden Sauren (H0, HzO+, CH3COOH, etc.). Der Umsatzgrad
a0 ist nur mehr eine Funktion der H*-Konzentration und muB all-
gemein mit steigender H+-Konzentration von einem konstanten unteren
Grenzwert Byin, zum oberen Grenzwert =1 ansteigen [Gl. (7 a) und
(7 b)}. Eine Erhéhung des Umsatzgrades iiber den Grenzwert 1 hinaus
ist natiirlich weder durch Erhohung der H+-Konzentration noch durch
Zusatz anderer Sauren maglich. Die Brso-Kurven der Reaktionen 1 bis 4
bringt die Abb. 3. Die Kurven haben formal den gleichen Verlauf wie die
o-Kurven von Sauren, weil k2 > kmzo (Hz0). Der pH-Wert des Wende-
punkts der Kurve entspricht dem negativen Logarithmus von kofky+.
Aus den Br,o-Kurven kann fiir jeden pH der Umsatzgrad direkt abge-
lesen werden. Im Falle der Reaktionen 1 und 2 werden durch eine
H+ Konzentration von 4104 bzw. 8-10-¢M 50% der reaktiven
Zwischenverbindung durch Protonen zum Endprodukt 4/dHSR umge-
setzt, wihrend die restlichen 50%, wieder in Ald und RS- zerfallen. Bei
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den Reaktionen 3 und 4 wird ein 50proz. Umsatz dagegen schon bei
einer H+-Konzentration von 2 - 10~8 bzw. 6 - 109 erreicht. Der durch
H;,0 bewirkte Mindestumsatz Bain, [vel. GL. (7 b)] betragt bei Reaktion 1
0,12%,, bei Reaktion 2 0,139%,, bei Reaktion 3 2,19, und bei Reaktion 4
1,8%,. Bei den Resktionen mit -SCH:COOH (Reaktion 3 und 4 bei
pH < 6} ist der Umsatzgrad unabhingig vom pH gleich 1009.
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Abb. 3. Darstellung der pH-Abhiingigkeit des Umsatzgrads Bu,o0 und der

kAceta.t/kCchOOH_ bzw, kphosphat/kH2p04~\Verte. Die Bu,0-Werte wurden

nach Gl. (11 b) berechnet. Kurven 1, 2, 3 und 4: Bm,o-Kurven der Reak-

tionen 1, 2, 3, 4. Kurve 5: Theoret. Verlauf der (1—a)-Kurve von CH3COOQH ;

A nach Gl. (16) ber. Werte der Acetat-katalysierten Reaktion 1. Kurve 6:

Theoretischer Verlauf der (1—a)-Kurve von HaPO4~; v nach Gl. (19) ber.
Werte der phosphatkatalysierten Reaktion 2

_ Dkgx (HX)
ky + X kux (HX)

kg0 (Hy0) + ky+ (HT)

Umsatzgrad 8 =

B0 = e (FLS0)  Joe (H) (7a)
kw0 (H,0) )

P = G oo (Ha0)

Im aligemeinen Fall, daB das Reaktionssystem mehrere Sulthydryl-
verbindungen (RSH, R'SH, R"SH) enthilt, von denen jede sowohl in
der H+-katalysierten als auch in der OH—-katalysierten Additions-
reaktion gemifl Schema 1 mit dem Aldehyd reagieren kann, wird die
Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion durch die Gl (8)
beschrieben.
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R ’ "
k:kgil+kg RS~)+k”B”~E—®-+ (__t)%R_SIﬂ+

b = (RSH) + (RS") + (R'SH) 4 (R'S™) ++ .. .; B, B, B” = Umsatzgrade
von Ald SR™, Ald SR usw.

Bei den Reaktionen von Thioglykolsaureester kann Crotonaldehyd bzw.
HPE nur mit “SCH2COOR reagieren; enthalt das System als HX-Ver-
bindungen nur HoO und HzO0%, so ist die Geschwindigkeitskonstante
gegeben durch GL (9). Diese Gl. gilt natiirlich nur fiir die OH--katalysierte
Additionsreaktion. Fiir bestimmte pH-Bereiche 1t sie sich durch die
einfacheren und fiir die Berechnung der Konstanten besser geeigneten
Gl (10) und (11) ersetzen. Das > bzw. < bedeutet in diesen Gleichungen
20mal groBer bzw. kleiner, da dann der Fehler, der sich bei Vernach-
lassigung der kleineren GroBe ergibt, bereits innerhalb der Standard-
abweichung von etwa -4 5%, der k-Werte liegt.

ky,o (Hy0) + kg+ (H*)

= . A +
b= kyasu -7 Frr.o (F,0) T Fr (B9 7" > ko (HY) (9)
k= kl ogy; wenn ]G2 £ IGH20 (H20) + kH+ (H+) (9 a)
k = ky ogy Bumin; wenn kyt+ (HF) < kg0 (H,0) (10)
ko _ Buin. (102)

By (1 —Bumin)555

by Koy byt
k= kz-;k%(%r)? wenn ko (Hy0) € kg+ (HY) und
Ksg < (H) (11)
O SR i
k kl KSH kl kH+ kSH
(H) k
= E@Y F kol F osn 11b)
BH;O (H+) + kz/k}ﬁ k1 AsH {
v : (11¢)

By (HY)—B(H7)

Zur Berechnung der Konstanten ki, k2, kms0, kut der Reaktionen

1 und 2 wurde wie folgt vorgegangen: Aus den im pH-Bereich 2 bis 12
bestimmten k-Werten wurden mit Kgg = 7,4-10-9 die lg k/oga-Werte
= k1B m,0) berechnet. Auftragen von Ig k/asy (= Ig k1 +1g Broo) gegen

pH ergibt die Kurven 1 und 2 der Abb. 4. Der Kurvenverlauf gibt, da
k1 eine pH-unabhéingige GréBe ist, unmittelbar die pH-Abhéngigkeit des
Umsatzgrades Bmqo an. Mit fallendem pH steigen die Kurven von einem

{8)
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unteren Grenzwert zu einem oberen Grenzwert an. Aus der H+.Funktion
des Umsatzgrades [vgl. Gl (8 a)] folgt, daBf im pH-Bereich des unteren
Grenzwertes (pH>8) gelten muB: kf/asy = k1Bwmin., wihrend im pH-
Bereich des oberen Grenzwertes (pH 2) gelten muBl: kfogn = ki, = 1.
Die Konstante k1 148t sich aus diesen Kurven allerdings nicht genau ent-
nehmen, da im pH-Bereich des oberen Grenzwertes neben der OH~--kata-

¢ 7 2z 3 ¢ 5 6 7 6 9 w 1w 1 »
,0/7/—>

Abb. 4. Darstellung der pH-Abhingigkeit der lg k/usg-Werte der Model!-
reaktionen. Kurve 1: Rkt. 1; Kurve 2: Rkt. 2; Kurve 3: Rkt. 3; Kurve 4:
Rkt. 4

lysierten auch die Ht+-katalysierte Reaktion abliuft. Aus dem unge-
fahren Wert fiir k1, dem Wert fir £1PBuin. und einem k/a-Wert bei pH 3
(BEs0 = 0,5) kann nach GL (10 a) und (11 ¢) ku+ und km,o ungefdhr
berechnet werden. Mit diesen Konstanten und dem Wert fiir kg und
Ky lassen sich in einfacher Weise die pH-Bereiche berechnen, in denen
die Bedingungen der Gl (9 a) bis (11 ¢) erfiillt sind. Die Rechnung ergibt
z. B. fiir Reaktion 2, daf Gl (10) ab pH > 7,4 und Gl (11), (11 a),
(11 b) und (11 c¢) bei pH 2 bis 4,8 giiltig sind, wihrend die Bedingung
fiir die Giiltigkeit der GL. (9 a) in keinem pH-Bereich exakt erfiillt ist, so
daf k; nicht nach dieser einfachen Gleichung berechnet werden kann.
Vielmehr muB die Gl. (11 a) zur Berechnung angewendet werden. Fiir
die Reaktion 1 ergeben sich etwa gleiche Giiltigkeitsbereiche fiir die
einzelnen Gleichungen. Die berechneten individuellen Geschwindigkeits-
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konstanten k1, km,0, £+ der Reaktionen 1 und 2 sind in die Tab. 5 ein-
getragen. Die Konstanten km,0 und kgt kénnen nicht als Absolutwerte
bestimmt werden, sondern nur als Quotienten: kmyofke, kmt/ks. Als
Bezugsgrofle fir alle kux-Konstanten dient immer die Konstante ks,
die willkiirlich gleich 1 s—1 gesetzt wird.

Berechnet man mit diesen Konstanten nach % = kjoesuBmo +
+ ko (H*) den theoretischen Verlauf der lg &—pH-Kurven der Reak-
tionen 1 und 2, so ergeben sich die Kurven 1 und 2 der Abb. 2. Tatséch-
lich liegen alle experimentell bestimmten Konstanten auf den berech-
neten Kurven. Die Abweichungen sind im allgemeinen kleiner als
4 5%. Im pH-Bereich 3 bis 6 ist d (Ig k)/d (pH) ~ 0, weil in diesem
pH-Gebiet der Umsatzgrad mit steigendem pH nahezu ebenso schnell
abnimmt, als der Dissoziationsgrad agy zunimmt. Ab pH > 9 ist k
pH-unabhiingig, weil in diesem pH-Bereich asug =1 und Brso = Buin.
ist. ,

Die Berechnung der Konstanten der Reaktionen von Crotonaldehyd
bzw. HPE mit Thioglykolsiure bzw. Thioglykolat (Rkt. 3 und 4) ist
etwas schwieriger, da in diesem Fall je nach pH zwei verschiedene
Sulfhydrylanionen vorliegen, die in grundsétzlich gleicher Weise iiber
je eine reaktive Zwischenverbindung zum Endprodukt reagieren. Fiir
die H+-katalysierte Reaktion kommt als Reaktionspartner des Aldehyds
nur HSCH:COOH in Frage. Die OH--katalysierte Gesamtreaktion
lauft nach Schema 2 ab. RS~ und R'S- bilden sich in einem vorgelagerten
Dissoziationsgleichgewicht. Einsetzen der Ausdriicke fiir (RS™)/b und
(R’S™)/b in Gl. (8) ergibt fiir die Geschwindigkeitskonstante der Gesamt-
reaktion die GL (12).

Reaktionsschema 2

(RSH) B B (RS7) Al B 4+ HX kgx B
HSCH,CO0™ =—= "SCH,C00” ——— AldSR™ ————= AIdHSR + X
Kgyg —dAld, k, — HX, lr:X—
1 !
KQooH || 1
i L
Eg . HX, by
HSCH,000H = “SCH,000H — . g™ ——""X i HSR' + X
(R’SH) (R/S—) —Ald, k. —HX, kx—

b= (RSH) + (RS") + (R'SH) + (R'S");  (RS")/b = asg %coon = s

. (1 —acoon) Ksu _ (1 —acoon) Kix
RS)b =" =
RS == ew + (1) ()

b=lkyosa P+ kB = “((’IO{T)I) - Ksn + k, (HY) (12)
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Fiir bestimmte pH-Bereiche laBt sich natirlich auch die Gl. (12)
wieder vereinfachen. In dem pH-Bereich, in dem nur RS- reagiert,
gelten die Gl (9) bis (11 ¢).

Aus den Ig kjagr-Kurven der Reaktionen 3 und 4 (vgl. Abb. 4) ergibt
sich unmittelbar der pH-Bereich, in dem nur RS~ mit Ald reagieren
kann. Die Kurven steigen, wie im Fall der Reaktionen 1 und 2, mit
fallendem pH von einem unteren zu einem oberen Grenzwert an. Fiir
den unteren Grenzwert (pH > 11) muf} gelten: kfasm = k1 Pain..

Der obere Grenzwert ist gegeben durch: kjasm == k1. Der Wieder-
anstieg der Kurven bei pH < 5,5 erklart sich damit, da8l ab diesem pH
auch oder nur “SCH,COOH (R'S—) mit Ald reagiert. Ausdenim pH-Bereich
6 bis 12 bestimmten k-Werten werden die individuellen Konstanten der
Reaktion von Crotonaldehyd bzw. HPE mit ~SCH,COO~ in grund-
sétzlich gleicher Weise berechnet, wie die entsprechenden Konstanten
der Reaktionen 1 und 2. Tab. 2 bringt als Beispiel die Berechnung der
Konstanten der Reaktion 4.

Mit ko und den Konstanten k3, kyz0, kut+ werden aus den im pH-Be-
reich 2 bis 6 gemessenen k-Werten die milienabhingigen Geschwindig-
keitskonstanten fiir die Reaktion mit "SCH>COOH berechnet. Aus diesen
Werten lassen sich nach Gl. (13) die Werte fiir ;" Ky berechnen.

.o, k—Fk ogy:B—k, (HH] [(H+ A
b Ky = st B DN e ay)

Die so berechneten Werte sind pH-unabhingige GroBen (vgl. letzte
Spalte der Tab. 2). Der Umsatzgrad fir die Zwischenverbindung 4/dSR’~
mufl daher bei pH < 6 konstant sein. Auf Grund des niedrigen pH-
Wertes ist anzunehmen, dafl gilt: 8’ = 1. Da die mikroskopische Dis-
soziationskonstante K%H nicht bekannt ist, konnen die %;-Konstanten
nicht berechnet werden. Die Tab. 5 enthilt alle fiir die Reaktionen 3
und 4 berechneten Geschwindigkeitskonstanten. Berechnet man mit
diesen Konstanten nach Gl. (12) den theoretischen Verlauf der lg k—pH-
Kurven von Reaktion 3 und 4, so erhilt man die Kurven 3 bzw. 4 der
Abb. 2. Obwohl bei diesen Reaktionen die lg k—pH-Kurve die Summen-
kurve aus 3 Teilreaktionen ist, von denen jede in anderer Weise von pH
abhéngt, liegen alle experimentell gemessenen Konstanten auf den
berechneten Kurven. Die Abweichungen sind im allgemeinen kleiner
als 4 5%, Die Inflexion der Kurven im pH-Bereich 3 bis 4,5 erklart
sich damit, dal hier nur “SCH;COOH reagiert, dessen Konzentrations-
anteil am (RSH), sich in diesem pH-Bereich nur wenig andert. Die zweite
Inflexion im pH-Bereich 7 bis 10 wird wieder dadurch verursacht, daB
in diesem pH-Bereich der Umsatzgrad schneller abnimmt, als der
Dissoziationsgrad zunimmt.
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Einfluf} von Acetatpuffer und Phosphatpuffer auf die Geschwindigkeits-
konstante k

Als Bezugs- und VergleichsgroBe fiir alle in Gegenwart von Acetat
bzw. Phosphat gemessenen k-Werte dienen immer die Konstanten, die
in pufferfreiem System bei gleichen pH bestimmt wurden. Dividiert man
die mit Acetat bzw. Phosphat bestimmten Konstanten durch die in
pufferfreier Lésung bestimmten k-Werte, so erhilt man eine relative
Geschwindigkeitskonstante, die ein direktes MafB fiir den EinfluB bzw.
fiir die katalytische Wirkung des jeweiligen Puffers ist:

. -k (best.m. Acetat bzw. Phosphat bei pH = x)
katalyt. k =rel. - - =
atalys. Wirkung = rel. RGK k (best. ohne Acetat bzw. Phosphat bei pH = x)

In dem pH-Bereich, in dem HyO und HgO+ allein keinen 100proz.
Umsatz der reaktiven Zwischenverbindung bewirken (vgl. Bu.o-Kurven
in Abb. 3) kann durch Zusatz weiterer Siuren der Umsatzgrad vergréfert
werden. Eine VergroBerung des Umsatzgrades ist aber gleichbedeutend
mit einer VergréBerung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k.
Damit erklirt sich aber auch in einfacher Weise die katalytische Wirkung
von Essigsdure, HgPO4, HoPOy~ und HPO,2-. Werden Pufferlgsungen
dieser Sduren bei konstantem pH dem Reaktionssystem zugesetzt, so
bewirken sie mit zunehmender Konzentration eine VergroBerung des
Umsatzgrads. Fiir einen bestimmten pH gilt: Katalysewirkung = /8 5z0-

Bei Reaktion 3 und 4 ist bis zu pH ~ 6,5 kein EinfluBl von Acetat
oder Phosphat auf k feststellbar (vgl. Abb. 5), da in diesem pH-Bereich
der Umsatzgrad By o 100%, ist (vgl. Kurven 3 und 4 der Abb. 3). Bei
pH > 6,5 ist nach den §-Kurven der Reaktionen 3 und 4 eine Beschleuni-
gung der Reaktionen durch Zusatz von HX méglich. Tatsichlich konnte
bei pH > 6,5 auch eine geringe Katalysewirkung des Phosphats fest-
gestellt werden (Kurve 3, 4 in Abb. 5), wihrend Essigsdure auch bei
pH > 6,5 keinen EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Reak-
tionen 3 und 4 hat, da sie praktisch nur in der unwirksamen CH3COO—-
Form vorliegt.

Bei den Reaktionen 2 und 3 ist ab pH < 1,56 der Umsatzgrad Py g
gleich 1 (Kurve 1 und 2 der Abb. 3). Daher laft sich im pH-Bereich von
0,3 bis 1,6 keine Katalysewirkung des Phosphats oder Acetats nach-
weisen. Bei pH > 1,51st frs0 << 1, so dalBl der Umsatzgrad durch Zusatz
von Acetat bzw. Phosphat gesteigert werden kann (vgl. Kurven 1 und 2
der Abb. 5). Der Verlauf der Kurven in Abb. 5 erklért sich durch die
Uberlagerung der Dissoziationskurven der Essigsiure bzw. der Dissozia-
tionskurven des primiren Phosphats einerseits, mit den 8-Kurven der
Reaktionen andererseits.
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In den pH-Bereichen, in denen HX die Reaktionen 1 bis 4 kataly-
sieren kann, gilt fiir die Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion
die Gl. (9). Bei Reaktionen, die in Gegenwart von Acetat ablaufen, gilt
daher fiir k die Gl (14), die durch Umformen (15) bzw. (16) ergibt.
Nach (15) kénnen aus experimentellen Daten (£, pH und Gesamtacetat-
konzentration) und den Konstanten der unkatalysierten Reaktion
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Abb. 5. EinfluB von 0,050 -Acetat und 0,134-Phosphat bei verschiedenen pH
auf die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionen 1, 2, 3, 4.
) k (best. mit Acetat bzw. Phosphat)
= kat. Wirkung = % (best. ohne Acetat bzw. Phosphat)
EinfluB von Phosphat (Kurve 1) und Acetat (Kurve 1a) auf Rkt. 1; EinfluB
von Phosphat (Kurve 2) und Acetat (Kurve 2 a) auf Rkt. 2; Einflufl von

Phosphat auf Rkt. 3 (Kurve 3) und auf Rkt. 4 (Kurve 4); Einflul von
Acetat auf Rkt. 3, 4 (Kurve 3a bzw. 4a)

rel. RGK

{Tab. 5} die kgcetat-Werte berechnet werden. Die £acetar- Werte sind aus
der Gesamtacetatkonzentration berechnet; da aber nur CHsCOOH wirk-
sam ist, sind diese Werte zwar konzentrationsunabhingige, jedoch nicht
pH-unabhingige Groflen. Die konzentrations- und pH-unabhingige
Konstante 1468t sich nach Gl. (16) berechnen. Bei den Reaktionen, die in
Gegenwart von Phosphat ablaufen, ist & gegeben durch Gl. (17). Die auf
die Gesamtphosphatkonzentration bezogenen Epnosphat- Werte lassen sich
nach Gl. (18) berechnen; diese konzentrationsunabhingigen Konstanten
lassen sich nach Gl. (19) auf die pH-unabhingigen Konstanten zuriick-
fithren.
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In Tab. 3 sind einige bei konstantem pH, aber variablen Phosphat-
bzw. Acetatkonzentrationen bestimmte k-Werte fiir die Reaktionen 1
und 2 angegeben. Aus den k-Werten wurden nach Gl. (15) bzw. (18) die
kacetat- bZW. kpnospnat-Werte gemifl dem folgenden Beispiel berechnet:
Reaktion 1: pH = 4,0; Gesamtacetat = 5-10-2M; & = 1,48 -10-2;
k1, ks, kmy0, b+ wurden aus Tab. 5 entnommen; Kgg = 7,4 - 1079,

465-7,4-10-5(0,0012 + 0,25) —1,48 - 10-2(1 4- 0,0012 4- 0,25)
5-10-2(1,48-10-2—465-7,4 - 10-5) o

kacetat =

= 10,0.

Alle iibrigen Konstanten in Tab. 3 und 4 wurden in gleicher Weise
berechnet.

a+tc
k= k;osy m (14)
kioagga—kb
k _ 1 %SH
Acetat =k —F, asn) (Cesamtacetat) (15)
kacetat = kom,coom (1 —a);
K =2,5-10-5(25°C, 0,1 M-KO) (16)
a+d
k= ]C]_ asH m (17)
k,agga—kb
b _ 1 XSH
Fhosphat = "~ %, agx) (Gesamtphosphat) (18)
kpnosphat = Fu,po, (1 — oy) + ku,po, (1 — ag) &1 + kuro, %2 (19)

K, =17,1-10-8; K,=1,4-10-7(25°C, 0,1 M KCl); K;=44-10-13

a = kyo (Hy,0) + kgt (HY); b=k, +a

¢ = kon,coom (CH;COOH) == kacetat (Gesamtacetat)

d = kg po, (H;PO,) + ku,po, (HsPO,) -+ kpo, (HPOF) =
= kpnosphat (Gesamtphosphat)

In einer Reihe von Experimenten wurden fiir die Reaktionen 1 bis 4
die k-Werte in Gegenwart von Phosphat bzw. Acetat bei verschiedenen
pH-Werten gemessen (Kurven der Abb. 5). Zusitzlich zu den in Abb. 5
eingetragenen MeBwerten wurden fiir die Reaktionen 1 und 2 noch
weitere k-Werte gemessen, um zu iiberpriifen, ob die kfix-Werte tat-
sachlich die nach Gl. (16) und (19) gegebene pH-Abhéngigkeit zeigen,
und somit die Berechnung der pH-unabhingigen Konstanten nach
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Tabelle 5. Individuelle, milieuunab-

Ty Ksur %y f

- 10# -10-2 2

st M-1g—1 g1
Crotonaldehyd 4+ ROOCCH:SH (Rkt. 1) 3345 4,65 1
HPE1 + ROOCCH,SH (Rkt. 2) 1040 14,0 1
Crotonaldehyd + -~ OOCCH.SH (Rkt. 3) 3,75 7,50 1
HPE + ~ OOCCH:SH (Rkt. 4) 17,8 35,4 1
Pentenal + ~OOCCHSH 2 3,60 7,15 1
HOE? + —~OO0CCHySH 2 16,0 33,5 1
Crotonaldehyd -+ HOOCCH.SH (Rkt. 3) 315 * 1
HPE 4+ HOOCCHSH (Rkt. 4) 920 * 1
Pentenal -+ HOOCCHSH 2 270 * 1
* 1

HOE + HOOCCH:SH 2 850

1 HPE = 4-Hydroxy-2-pentenal; HOE = 4-Hydroxy-2-octenal.
z Die Konstanten dieser Reaktionen wurden aus bisher unverdffent-
lichten kinetischen Messungen berechnet.
* Konstante aus verschiedenen Griinden [Gl. (7), (7a)] nicht bestimmbar.
** Bestimmung dieser Konstante grundsétzlich maoglich.

diesen Gleichungen gerechtfertigt ist. Diese zusétzlich bestimmten
k-Werte sind in Tab. 4 eingetragen. Aus den Konstanten £ wurden nach
dem obigen Beispiel die kfjg-Werte berechnet. Aus den kacetar- Werten
wurden die konzentrations- und pH-unabhéngigen Konstanten kcrscoon
berechnet. Die Werte in Tab. 4 zeigen nur geringe Schwankung, obwohl
sich sowohl die Essigsdurekonzentration um fast zwei Zehnerpotenzen
andert als auch die Gesamtacetatkonzentration bei den Versuchen
variiert wurde. Auftragen von kacetat/kcmscoon gegen pH ergibt die
(1—x)-Kurve der Essigsdure. Es liegen alle experimentell bestimmten
Dissoziationswerte auf der theoretischen Kurve (Kurve 5 in Abb. 3).
Die kpnospnat-Werte (Tab. 4) der mit Phospbat katalysierten Reak-
tion 2 geben das Dissoziationsverhalten der Phosphorsiure bzw. des
priméren und sekundiren Phosphats wieder. Zur Berechnung der
pH-unabhingigen Konstanten wurde wie folgt vorgegangen: kgpo, =
Mittelwert der bei pH 2 9 bestimmten Epnospnat-Werte. kugpo,: Kin-
setzen der bei pH 3 und 4 bestimmten Epnospnat-Werte in GL. (19) ergibt
zwei Gleichungen mit zwei Unbekannten, die in iblicher Weise aufgeldst
werden [das dritte Glied in Gl. (19) kann vernachldssigt werden].
kmspo,: Im pH-Bereich 5—9 kann, wie eine einfache Rechnung zeigt,
die Katalysewirkung des H3PO4 und HPO42- gegeniiber der Katalyse-
wirkung des HyPO4~ vernachlissigt werden, so dal in diesem pH-Bereich
gilt: Epnosphat = krppo, (1—og). Mit dieser Gleichung wurde nun wieder
iiberpriift, ob die Katalysewirkung des HzPOg bzw. die kppospnat-Werte
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hingige Geschwindigkeitskonstanten

klf(z)? _]ilgfa kcrscoon Emspos  kmspoy k,}?{}?f‘
Jll—ls—-l M—ls_l ﬂl‘ls_l AMAls‘l M*13"1 lwﬁlskl
2,16 2,50 12,0 1000 3,4 5
2.45 1,22 9.3 500 3.3 90
37,6 45500 * * 42 30
33,0 155000 * * 335 300
37,0 * %k * % EIs ® %
29,0 % % # ® % % %* %
> 1 ® ¥ * * *
> 1 *® 3¢ * * *
> 1 * ® * * %
> 1 * * * K *

exakt dem Dissoziationsgesetz dieser Sdure gehorchen. Tatsichlich sind
die mit dieser Gleichung berechneten kp,po,-Werte, wie Tab. 4 zeigt,
exakt pH-unabhangig. Auftragen von kpuospnat/kmspo, ergibt die (1—a)-
Kurve von HoPO4;~. Die aus den experimentellen kinetischen Daten
berechneten Dissoziationswerte liegen alle auf der theoretischen Kurve
{Abb. 3, Kurve 6). Alle weiteren Konstanten, die in Tab. 5 angegeben
sind, wurden in grundsétzlich gleicher Weise berechnet.

Die individuellen, milieuunabhingigen Geschwindighkestskonstanien

Die Affinitit (= ki-Werte) der o,B-ungesittigten Aldehyde gegen-
tiber einem Sulthydrylanion nimmt in der folgenden Reihe geringfiigig
zu: Pentenal < Crotonaldehyd < 4-Hydroxyoctenal < 4-Hydroxy-
pentenal. Die etwas erhohte Affinitdt der Hydroxyalkenale ist auf Grund
des F-Effekts der Hydroxylgruppe verstindlich. Wie ein Vergleich der
k1-Werte von Rkt. 1 und 3 bzw. von Rkt. 2 und 4 zeigt, ist die nukleo-
phile Kraft des “SCH;COOR etwa halb so groB wie die des ~“SCH,COO-.
Dies steht im Gegensatz zu den von Friedman® gefundenen Frgebnissen,
wonach die Nukleophilie verschiedener SH.-Verbindungen gegeniiber
Acrylnitril mit dem pKgy-Wert zunimmt. Fiir die Reaktion von Crotonal-
dehyd bzw. HPE mit dem Sulthydrylanion ~SCH,COOH konnten nur
die ki’ K -Werte berechnet werden. Nimmt man an, daB die
“SCH2C00H-Form etwa gleich nukleophil ist wie ~SCH,COOR, so
ergibt sich aus den k;- und k' K'gg-Konstanten von Rkt. 1 und 3 bzw.
2 und 4 fiir den Disssoziationsvorgang HSCH;COOH = —SCH,COOH -

§ M. Friedman, J. F. Carvins und J. S. Wall, J. Amer. Chem. Soc. 87,
3672 (1965); J. F. Carvins und M. Friedman, J. Biolog. Chem. 243, 3357
(1968).

52%
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4+ H+ ein pKeu-Wert von 8,18. Dieser Wert stimmt genau mit dem
pKsu-Wert (= 8,13) von HSCH,COOC,H; iiberein. '

Die Affinitit (= kux-Werte) verschiedener Siuren HX zu einer
reaktiven Zwischenverbindung nimmt in der folgenden Reihe schnell
ab: H30+ > H3POs > CH3CO0H > HoPO4~ > HPO,2- > Hy0. Die
Saure mit der kleineren Dissoziationskonstante hat, wie auf Grund des
Bronstedschen Katalysegesetzes® zu erwarten ist, immer die kleinere
Katalysekonstante.

Biochemische Aspekte

Wie schon in der Einleitung dargelegt wurde, ist fiir alle bisher fest-
gestellten Wirkungen von 4-Hydroxyalkenalen und Alkenalen auf
biologisches Material die Reaktion dieser Aldehyde mit SH-Trégern
(Proteine, Enzyme, niedermolekulare SH-Verbindungen) verantwortlich.
Hydroxyalkenale sind wesentlich wirksamere Zell- und Enzymgifte als
Alkenale.

Die kinetischen Untersuchungen zeigen, da Alkenale und 4-Hydroxy-
alkenale nach dem grnndsitzlich gleichen Mechanismus mit SH-Ver-
bindungen reagieren. Die Hydroxyalkenale haben nur eine 2- bis 4mal
groBere Affinitit gegeniiber Sulfhydrylanionen als die Alkenale. Auch
in den Konstanten, die den Umsatzgrad 8 bestimmen und somit auf die
Reaktionsgeschwindigkeit Einfluff haben, unterscheiden sich die beiden
Aldehydtypen kaum. Die spezifische Wirkung von Hydroxyalkenalen
auf die verschiedensten SH-Systeme kann somit keineswegs etwa auf
Grund unterschiedlicher Reaktionsmechanismen oder auf Grund von
Reaktivititsunterschieden erklirt werden. Ein ganz wesentlicher Unter-
schied liegt aber in der Struktur der Reaktionsprodukte und in der Lage
der Reaktionsgleichgewichte. Die Reaktionsprodukte von Alkenalen
koénnen nur in der Oxo-Form vorliegen, die priméren Reaktionsprodukte
und 4-Hydroxyalkenalen dagegen lagern sich in die cyclischen Halb-
acetalformen um, so dafl — unter sonst gleichen Bedingungen — bei
Reaktionen mit 4-Hydroxyalkenalen, wie die Werte der Tab. 6 zeigen,
wesentlich weniger SH-Gruppen im Gleichgewicht frei sind als bei den
entsprechenden Reaktionen mit Alkenalen. Dies bedeutet, daf funk-
tionelle SH-Enzymsysteme durch 4-Hydroxyalkenale wesentlich leichter,
d. h. bei kleineren Konzentrationen an Hemmstoff, inaktiviert werden
als durch Alkenale. Bei in-vitro-Experimenten ist auch von entscheiden-
der Bedeutung, daB die mit 4-Hydroxyalkenalen zu erzielenden Effekte
— sobald sich die primiren Reaktionsprodukte cyclisiert haben — nahezu
oder ganz irreversibel sind, weil eine Riickreaktion zu Ald und RSH
nur in dem MaBe méglich ist, als sich die eyclische Form in die Oxo-
Form umlagert.
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Tabelle 6. Gleichgewichtskonstanten K von Reaktionen ver-

schiedener SH-Verbindungen mit Crotonaldehyd bzw. HPE:

Aldg = 1-10-3M, RSHg = 5-10~4M, pH = 7,4 (0,02m an Phosphat),
t = 25°C

Crotonaldehyd HPE (RSH) : (RSH)*

Thioglykolat K=2-10"> K =25-10"8 400 1
Thioglykolsédureester K=2-10"3% K =28-10"7 25 1
Glutathion K=3-10"5 K=1-10"6 30 1

* Verhaltnis der Gleichgewichtskonzentration bei Reaktion mit Crotonal-
dehyd zur Gleichgewichtskonzentration bei Reaktion mit HPE.

Die Ursachen der unterschiedlichen Reaktivitit (= k) verschiedener
SH-Gruppen zu einem Aldehyd (z. B. Hydroxypentenal) sind vor allem
in den unterschiedlichen Werten der drei Parameter der Gleichung
k=ky osu B zu suchen. Auf Grund der ki -Werte ist nur eine kleine
Variationsbreite fiir die Reaktivititen zu erwarten, da sich die ver-
schiedenen Sulfhydrylanionen in ihrer Nukleophilie nur wenig von-
einander unterscheiden. Eine Variationsbreite wm mindestens zwei
Zehnerpotenzen ergibt sich auf Grund des unterschiedlichen Dissozia-
tionszustands der verschiedenen SH-Gruppen.

Wird einem Kollektiv verschiedener SH-Gruppen (mehrere nieder-
molekulare SH-Verbindungen oder Protein mit mehreren SH-Gruppen)
4-Hydroxypentenal angeboten, so reagieren die SH-Gruppen mit der
groBten Dissoziationskonstante am schnellsten, die mit der kleinsten am
langsamsten. Ein weiteres Auswahlprinzip liegt im Verlauf der By o-Kur-
ven vor. SH-Verbindungen, deren 8-Kurven im sauren pH-Bereich liegen
(vgl. Kurve 1 und 2 der Abb. 3), reagieren bei pH 7 wesentlich langsamer,
als auf Grund ihrer £1- und agy-Werte zu erwarten wire, da die geschwin-
digkeitsbestimmende Reaktion in diesem Fall nicht die Addition des
RS~ an den Aldehyd ist, sondern die wesentlich langsamer ablaufende
Reaktion der Zwischenverbindung AIdSR— mit H,0. Reaktionen dieser
Art sind katalysierbar. Der Einflu von Protonendonatoren auf die
Reaktivitdt verschiedener SH-Gruppen gegeniiber ungesittigten Alde-
hyden darf keinesfalls auBler acht gelassen werden, vor allem dann nicht,
wenn etwa durch intramolekularen Protoneniibergang, wie er bei

Proteinen leicht méglich ist, das Zwischenprodukt AIJSR- abgesittigt
werden kann.

In dieser Arbeit wurden einerseits die fiir die Untersuchung der
Reaktionen «,3-ungesittigter Aldehyde mit SH- Verbindungen ge-
eigneten Methoden erarbeitet; andererseits wurde ein Ansatz gefunden,
der die Kinetik dieser Reaktlonen qualitativ und quantitativ richtig
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beschreibt. In der Folge wird es daher méglich sein, auch die Kinetik
komplexerer Systeme, wie etwa die Reaktion von Protein-SH-Gruppen,
mit o,B-ungesittigten Aldehyden zu untersuchen.
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Instituts fiir Biochemie der Universitit Graz, fiir die Férderung und
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