weis der Gaschromatogramme weitgehend selektiv, decar-
bonylieren™: Aldehyde, Carbonsiurechloride und Acylcy-
anide (Schema 2, R=CHj;, C¢H;). Unkatalysiert sind fiir
den gleichen ProzeB bis zu 700 K héhere Temperaturen
nétig.

0

a a
R—C\ —> R-X + CO

X | H cl CN
T[K] |37o-420 420-470 430-470

Schema 2.

Ein unerwarteter Verlauf wird bei der Umsetzung von
Alkylisocyanaten am Nickel/Kohle-Kontakt!*! beobachtet:
Isopropylisocyanat z.B. zersetzt sich unkatalysiert ab
920 K unter Bildung von Propen und HNCO; die Reak-
tion eignet sich zur Darstellung reiner Isocyansaure®. Im
Gegensatz hierzu entstehen am Ni,/ C..-Kontakt bei 500 K
als Hauptprodukte CO, Methan und Acetonitril (Abb. 2).

H
920K H,C” “CH,

+
’ HN=C=0

[of0]

CH,
H,C-C=N

TN

|

F
[2]
z_?’
\

x2

e
¥
cesae P

Abb. 2. Moglicher Mechanismus der Isopropylisocyanat-Zersetzung.

Da die CO-Abspaltung bereits oberhalb 400 K beginnt,
liegt die Annahme eines chemisorbierten Isopropylnitrens
als oberflichengebundenes Zwischenprodukt nahe; es
konnte sich unter CH,-Eliminierung zu vermutlich n-ge-
bundenem!” Acetonitril stabilisieren. Letzteres beginnt un-
ter den Reaktionsbedingungen erst nach etwa einstiindiger
Umsetzung und bei 50 K héherer Temperatur zu desorbie-
ren. Die unkatalysierte thermische Zersetzung von tert-Bu-
tylisocyanat erfordert 900 K und fiihrt zu HNCO und Iso-
buten; am Nickel/Kohle-Kontakt entstehen dagegen be-
reits oberhalb 500 K Isobuten und CO sowie - méglicher-
weise iiber eine Disproportionierung von NH-Oberfli-
chenspezies'® - NH; und N.,.

Eingegangen am 27. Januar,
erginzte Fassung am 23. Mirz 1987 [Z 2071]

{1] a) Cyanierung von Benzo! an [Cu,/Al;0;4): H. Bock, J. Wittmann, H.-).
Arpe, Chem. Ber. 115 (1982) 2326; b) Bromierung von FiCH an [NiF,/
AIF;): H. Bock, J. Wittmann, J. Mintzer, J. Russow, ibid. 115 (1982) 2346;
¢) dehydrierende Hydratisierung von Olefinen an (SnO,/P(MoO,),]: H.
Bock, M. Haun, J. Mintzer, 8th Int. Congr. Catal. Proc., Vol. 5, Verlag
Chemie, Weinheim 1984, S. 691; d) Dechlorierung von XPCl; an [Ag]: M.
Binnewies, N. Solouki, H. Bock, R. Becherer, R. Ahlrichs, Angew. Chem.
96 (1984) 704: Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 23 (1984) 731; ¢) SiCl; aus
§1,Cls,, > und [Si]: H. Bock, B. Solouki, G. Maier, ibid. 97 (1985) 205 bzw.
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24 (1985) 205 f) Reaktionen an Raney-Nickel: H. Bock, H. P. Wolf, ibid.
97 (1985) 411 bzw. 24 (1985) 418; g) Carben-Dimerisierung an Raney-
Nickel: H. Bock, G. Tschmutowa, H. P. Wolf, J. Chem. Soc. Chem. Com-
mun. 1986, 1069.

H. Bock, B. Solouki, Angew. Chem. 93 (1981) 425; Angew. Chem. Int. Ed.

Engl. 20 (1981) 427.

a) Im Gegensatz zur umfangreichen Literatur iiber homogen katalysierte

Carbonylierungsgleichgewichte, z.B. bei der Oxo-Synthese (vgl. K.

Weissermel, H. J. Arpe: Industrielle Organische Chemie, 2. Aufl., Verlag

Chemie, Weinheim 1978), gibt es nur ige Verdffentlichungen aber he-

terogen katalysierte Decarbonylierungen (vgl. z. B. Houben- Weyl: Metho-

den der Organischen Chemie, Band V11, Teil 1, Thieme, Stuttgart 1954, S.

494). b) Zur CO-Eliminierung aus Furfurylaidehyd an Nickel- oder Co-

baltkatalysatoren vgl. A. P. Dunlop, W. J. McKillip, S. Winderl in Ull-

manns Encyklopddie der technischen Chemie, Bd. 12, Verlag Chemie,

Weinheim 1976, S. 15, besonders S. 19, an [Cr,05;/Zn0O/Mn;0;)-Kontak-

ten vgl. beispielsweise O. W. Can, Ind. Eng. Chem. 40 (1948) 216 oder S.

A. Hiller, A. Y. Karmilchik, U. U. Stonkus, B. S. Kalayew, S. Shymanska

in B. Delmon, P. A. Jacobs, G. Poucelet (Hrsg.): Preparation of Catalysts,

Elsevier, Amsterdam 1976, S. 579f. ¢) Zur Decarbonylierung von Croton-

aldehyd an Nickelpulver vgl. P. Sabatier, J. W, Senderens, Ann. Chim.

Paris 4 (1905) 433.

20g Aktivkohle (Strem, 4021-s 06-005, K6rnung 2 mm, Oberfliche

1000 m?/g) werden in einem 250 mL-Rundkolben mit Tropftrichter bis zu

einem Enddruck von 1Pa entgast und in einer L3sung von 40g

Ni(NOs),-6 H;0 in 50 mL H,O bis zu beendeter Gasblasen-Entwicklung

etwa 1 h ultrabeschallt. Nach Abdekantieren der iiberstehenden Flissig-

keit wird 12 h bei 370 K getrocknet. Jeweils 5 g Kontakt werden ins Reak-
tionsrohr (Abb. 1) zwischen Quarzwolle-Stopfen eingefillit; es wird je

15 min mit N; und H; gespilt, dann im H,-Strom (10 L/h) 30 min bei

320K, 1 h bei 520 K sowie 3 h bei 720 K reduziert und schlieBlich bei

1Pa und 720 K gebildetes Wasser entfernt. Der so hergestellte Nickel/

Kohle-Kontakt enthilt 7% Ni; die weitere Charakterisierung durch Rant-

gen-Pulverdiagramme wird gemeinsam mit Prof. M. Trémel, Universitat

Frankfurt, bearbeitet. Im allgemeinen liegen Metallpartikel-Durchmesser

von Kontakten, die durch Adsorption von Metallnitraten aus Loésung,

thermische Zersetzung und anschlieBende Reduktion mit H, hergestellt
wurden, im nm-Bereich (vgl. J. R. Anderson: Structure of Metallic Cata-

Iysts, Academic Press, London 1975, Kap. 4 (Dispersed Metal Catalysts),

S. 163 D).

Fir die Crotonaldehyd-Decarbonylierung betrigt bei 530 K und einer

Stromungsgeschwindigkeit LHSV = 1/h der Umsatz 80% und die Propen-

Selektivitdt 89%. Kontrollversuche iiber undotierter Aktivkohle belegen,

daB bis 750 K keine CO-Abspaltung beobachtet wird.

[6] Ublicherweise wird HNCO durch Depolymerisation von Cyanursiure
oberhalb 970 K dargestellt; als Nebenprodukte bilden sich CO,, HCN
und H;O (Gmelins Handbuch der Anorganischen Chemie, Bd. Kohlenstoff
D1, 8. Aufl, Verlag Chemie, Weinheim 1971, S. 327f). Demgegeniiber
entsteht bei der Pyrolyse von Isopropylisocyanat mit kurzen Kontaktzei-
ten lediglich leicht abtrennbares Propen (Kp =226 K/760 Torr; HNCO:
Kp=297 K/760 Torr); zur Kinetik vgl. P. G. Blake, S. ljadi-Maghsoodi,
Int, J. Chem. Kinet. 15 (1983) 609.

[7] Die n-Koordination von Alkylcyaniden an Kupfer-Oberflichen konnte
unter anderem IR-spektroskopisch nachgewiesen werden (A. M. Brad-
shaw, Fritz-Haber-Institut, Berlin, persénliche Mitteilung).

[8]1 Zum oberflichenphysikalischen Nachweis von NH.q,, als Zwischenpro-
dukt der NH;-Synthese an Fe/K/Al,0;-Kontakten vgl. G. Ertl, Catal.
Rev. 21 (1980) 201.

[9] K. Kimura, S. Katsumata, Y. Achiba, T. Yamasaki, S. lwata: Handbook of
He(I)-Photoelectron Spectra of Fundamental Organic Molecules, Halsted
Press, New York 1981.
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IR-spektroskopische Bestimmung des Enzymgehalts
von triigerfixierten Enzymen

Von Willi Herzog, Reinhold Keller*, Erhart Neukum und
Dieter Wullbrandt '

Professor Heinz Harnisch zum 60. Geburtstag gewidmet

Als Katalysatoren fiir organische Synthesen gewinnen
Enzyme zunehmend an Bedeutung!'. Dabei werden sie so-
wohl bei Hydrolysen in technischem Mafstab als auch zur
Herstellung von Reagentien fiir Analysen und Synthesen
im LaboratoriumsmaBstab eingesetzt. Verbesserungen bei
der Herstellung der Enzyme und bei deren Stabilisierung

[*] Dr. R. Keller, Dr. W, Herzog, E. Neukum, Dr. D. Wullbrandt
Hoechst Aktiengesellschaft, Zentralforschung
D-6230 Frankfurt am Main 80
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und Handhabung durch Immobilisierung machen diese
Katalysatoren immer attraktiver.

Um optimale Bedingungen flir die Immobilisierung der
Enzyme zu finden, ist es erforderlich, neben der Aktivitit
den Enzymgehalt zu ermitteln und die spezifische Aktivitit
zu errechnen. Auf diese Weise erhilt man auf die einge-
setzte Enzymmenge bezogene Aktivititen, die einen Ver-
gleich der Katalysatoren erméglichen. Wir zeigen nun am
Beispiel des Enzyms a-Chymotrypsin, daB sich der En-
zymgehalt durch IR-Spektroskopie bestimmen lidBt. a-
Chymotrypsin ist eine Endoprotease und katalysiert unter
anderem die enantiospezifische Esterspaltung von L-Phe-
nylalaninmethylester'”. a-Chymotrypsin wird bevorzugt an
anorganischen Materialien wie Kieselgelen immobilisiert.
Der Trager wird zuerst an der Oberfliche aminiert und
dann iiber Glutardialdehyd mit dem Enzym gekuppelt
(Abb. 1).

|
§-O—?i—(CH2)3—NH2 + OHC—(CHy)5=CHO + HN—(]])

l- 2 Hy0

§-o—|§i—(CH2)3—N=CH—(CH2)3—CH=N-m

Abb. 1. Kupplung eines aminierten Silicattrdgers dber Glutardialdehyd mit
einem Enzym, schematisch.

Die IR-Messungen erfolgten in Transmission mit einem
Perkin-Elmer-Gitterspektrometer 580 B, an das ein Com-
puter (Perkin-Elmer PC-7300 mit CDS-IR-Software) ange-
schlossen war. Zunichst wurde durch Aufnahme der IR-
Spektren selbsttragender, mit einer PreBkraft von 100 kN
hergestellter Targets von ca. 10 mg Gewicht (Durchmesser:
13 mm, Dicke: <0.1 mm) aus dem Trigermaterial, dem
mit Glutardialdehyd behandelten Tragermaterial und dem
tragerfixierten o-Chymotrypsin (Abb. 2) nachgewiesen,
daB keine Bandeniiberlappung vorliegt.

Das Spektrum des Katalysators zeigt bei ¥=3350 cm ™~
eine breite Bande, die hauptsichlich von NH,- und NH-
Gruppen des Enzyms herrithrt. Neben den Absorptions-

Absorption

4000 " 3000 2000 1500
~-— Jlem™

Abb. 2. JR-Spektrum des frischen Katalysators aus Propylamin-Kieselgel,
Glutardialdehyd und a-Chymotrypsin (siche Text).
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banden der CH,- und CH,-Valenzschwingung im Bereich
von 2970-2880 cm ~' und denen der Gitterobertonschwin-
gungen des Trigermaterials bei 2000-1850 cm ~' treten die
Amid-I- und Amid-II-Banden des Enzyms bei 1650 bzw.
1540 cm™' deutlich hervor. Das Integral dieser beiden
Amid-Banden gilt als Maf fiir den Enzymgehalt. Nach der
Aufnahme des IR-Spektrums wurde das Target gewogen
und das Spektrum auf 10 mg Einwaage normiert. Wegen
der verhiltnismiBig starken Absorption von Wasser bei
1650 cm~' muBten die Proben vor dem Pressen sorgfiltig
getrocknet werden. Dies geschah in einem Pumpstand mit
Vorpumpe und Diffusionspumpe zunichst bis zu einem
Druck von 1 mbar und nach feinem Zerreiben des Kataly-
sators bis zu einem Druck von weniger als 5-10~3 mbar.

Zur Erstellung der Eichkurve wurde ein Stammgemisch
von 880 mg Propylamin-Kieselgel und 120 mg a-Chymo-
trypsin angesetzt, zur besseren Vermischung angefeuchtet
und anschlieBend getrocknet. Aus diesem Stammgemisch
mit einem Gehalt von 12 Gew.-% a-Chymotrypsin wurden
durch Zugabe von Propylamin-Kieselgel weitere Mischun-
gen bis herab zu einem Gehalt von 2 Gew.-% a-Chymo-
trypsin hergestellt (Abb. 3). Zur Ermittlung der Streubreite
wurden die Spektren von jeweils vier PreBlingen regi-
striert.

Absarption —

0/

2000 1800 1600 1400
~— Slem™]

Abb. 3. IR-Spektren von frischen Katalysatoren (vgl. Abb. 2) in Abhangigkeit
vom a-Chymotrypsingehalt (Zahlenangaben in Gew.-%).

AnschlieBend wurde eine Integration im Bereich der
Amid-Banden von 1736 bis 1426 cm~' durchgefiihrt. Nach
Beriicksichtigung des Nulleffektes (Absorption des Propyl-
amin-Kieselgels im gleichen Bereich) wurde die Eichkurve
erstellt (Abb. 4).

Nachdem die Eichkurve vorlag, wurde I1R-spektrosko-
pisch der a-Chymotrypsingehalt von fiinf Frischkontakten
bestimmt, bei deren Herstellung unterschiedliche Enzym-
mengen eingesetzt worden waren (untere Mefgrenze ca. 1
Gew.-%, relativer Fehler 3%). Wie Tabelle 1 zeigt, wird o-
Chymotrypsin bei der Katalysatorherstellung vollstindig
an das Kieselgel gebunden.

Da die katalytische Aktivitit von frisch hergesteliten
Katalysatoren wihrend der Reaktion abnimmt, wurde ge-
priift, ob dies auf einen Enzymverlust oder eine Desakti-
vierung des Enzyms zuriickzufiihren ist. Die aus Abbil-
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Abb. 4. Eichkurve fiir die IR-spektroskopische Bestimmung des a-Chymo-

trypsingehalts in Tragerkatalysatoren (vgl. Abb. 2). WE bedeutet willkiirliche
Einheiten (siehe Text)

Tabelle 1. Vergleich des nach der Einwaage zu erwartenden Enzymgehalts
mit dem IR-spektroskopisch nachgewi Enzymgehalt

Enzymgehalt [Gew.-%]
nach Einwaage

Enzymgehalt [Gew.-%]
IR-spektroskopisch

—_—
[V R RV PN
~
~

dung 5 ermittelten Enzymgehalte des Frischkontaktes und
der gebrauchten Kontakte sind zusammen mit anderen
Werten in Tabelle 2 wiedergegeben.

frisch

gebraucht

Absorption

N

U T T T
2000 1800 1600 1400
~— Jlem™

Abb. 5. Vergleich der IR-Spektren von frischen und gebrauchten Katalysato-
ren (vgl. Abb. 2 und Abb. 5).
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Tabelle 2. Enzymverlust wihrend der Reaktion (siehe Abb. 5 und Text).

Katalysator Gebrauchs- Enzymgehalt Verbliebenes
zeit [h}) [Gew.-%) Enzym [%)] [a)

Frischkontakt 1 - 9.5

gebraucht 1 7.2 74.5

gebraucht 120 7.0 72.1

Frischkontakt 11 — 103

gebraucht 120 6.8 66.1

[a] Bezogen auf Enzymgehalt des Frischkontakts.

Diese Werte zeigen deutlich, daB wihrend des Ge-
brauchs ein Enzymverlust eintritt. Aus Messungen an ge-
brauchten Katalysatoren geht hervor, daB die katalytische
Aktivitat im gleichen MaBe wie der Enzymgehalt ab-
nimmt; demnach ist der Aktivititsverlust in erster Linie
auf einen Enzymverlust und nicht auf eine Desaktivierung
zuriickzuftihren. - Der Katalysator wurde in einem konti-
nuierlich betricbenen Festbettreaktor mit DurchfluBge-
schwindigkeiten von SV=400h~' eingesetzt. Der starke
anféngliche Aktivititsabfall ist sehr wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, daB aufgrund der hohen Durchfluige-
schwindigkeiten und der damit verbundenen Scherkrifte
Protein an der duBeren Hiille des Trigerkorns abgeldst
wird.

Eingegangen am 30. Januar,
verinderte Fassung am 5. Mirz 1987 [Z 2080)

[1] G. M. Whitesides, C.-H. Wong: Angew. Chem. 97 (1985) 617; Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 24 (1985) 617.

[2] J. B. Jones, C. J. Sih, D. Perlman: Applications of Biochemical Systems in
Organic Chemistry, Part I, Wiley, New York 1976, S. 116.

Photooxidation von
2,5-Dimethyl-2,3,4-hexatrien -
Matrixisolation eines Trisdioxetans**

Von Wolfram Sander* und Andreas Patyk

Photooxidationen von Verbindungen mit reaktiven Dop-
pelbindungen mit Singulett-Sauerstoff, die zu Dioxetanen
oder Produkten vom En-Typ fiihren, sind gut untersucht!".
Nur wenig ist aber iiber die direkte Photoreaktion von Ole-
finen mit Triplett-Sauerstoff bekannt'?. Die meisten unge-
sittigten Verbindungen werden langsam oxidiert, wenn sie
Licht und Luft ausgesetzt sind (Autoxidation), manche Cu-
mulene sind dagegen sehr reaktiv. Von 2,5-Dimethyl-2,3,4-
hexatrien (Tetramethylbutatrien 1) zum Beispiel ist be-
kannt, daB es an Luft schnell zu einem sauerstoffhaltigen
Polymer reagiert®®). Daher haben wir 1 als Modellverbin-
dung fiir eine Untersuchung der Photooxidation reaktiver
Olefine gewihlt. Um die ersten Reaktionsschritte untersu-
chen zu kénnen und um Radikalkettenreaktionen und an-
dere intermolekulare Reaktionen zu vermeiden, haben wir
bei tiefen Temperaturen (10-40 K) in Argon-Sauerstoff-
Matrices gearbeitet.

[*] Dr. W. Sander, A. Patyk
Organisch-chemisches Institut der Universitét
Im Neuenheimer Feld 270, D-6900 Heidelberg
[**] Wir danken Professor R. Gleiter, Heidelberg, fiir die Unterstiitzung die-
ser Arbeit und Professor O. L. Chapman, Los Angeles, CA (USA), fur
hilfreiche Diskussionen. Diese Arbeit wurde von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft gefordert.
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