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286. Eugen Bamann und Marianne Meisenheimer: Spaltung
von Estern der Phosphorsiure in Gegenwart von Lanthanhydroxyd
(I. Mitteil. iiber ,,phosphatatische** Wirkungen von Hydrogelen).

[Aus d. Pharmazeut. Abteil. d. Chem. Institutes d. Universitit Tiibingen.]
(Fingegangen am 18. Juli 1938.)

Bei der vielseitigen wissenschaftlichen Durchforschung der Metalloxyde
und Hydroxyde scheint eine nicht uninteressante Eigenschaft bisher un-
bekannt gebliebén zu sein, nimlich das Vermdogen, die Spaltung von Estern
der Phosphorsiure katalytisch zu beeinflussen. Wir fanden diese Fihigkeit
bei Gelen des Lanthanhydroxyds und wir beabsichtigen, auch andere
Hydrogele daraufhin zu priifen.

I) Reaktionsbedingungen und Versuchsansatz.

Die Versuchsansitze von 10 ccm enthielten 0.1 g glycerin-f-phosphorsaures
Natrium 4 3H;O (entspr. 26.4 mg P,O;) und 1 ccm 2.5-n. Ammoniak-Ammonium-
chlorid-Puffer?). Ublicherweise wurde die Mischung von Puffer und Substrat mit
Wasser auf 9 ccm ergidnzt und im Thermostaten auf 37° vorgewdrmt. In dieses Gemisch
lieBen wir dann 1 cem Lanthanchloridlésung (0.1 g LaCly 4 7H,O ,,Merck")
langsam und unter leichtem Bewegen des Reaktionskdlbchens zuflieBen, wobei sich das
Gel des Lanthanhydroxyls bildet. Die Versuchstemperatur betrug 37°.

Es sei darauf hingewiesen, da die Reaktionsfliissigkeit nach Zugabe der Lanthan-
chloridlésung und Bildung des Gels nicht mehr das pg des zugegebenen Puffers aufweist:
Dabei treten unter den angefiihrten Bedingungen z. B. folgende Verschiebungen ein:
auf Zusatz des Puffers von pg 9.5 bzw. 9.2 bzw. 8.9 bzw. 8.6 bzw. 8.3 bzw. 8.0 weist das
Reaktionsmedium ein pg auf von: 9.1 bzw. 8.8 bzw. 8.3 bzw. 7.8 bzw. 7.5 bzw. 7.0. Unter
den angewandten Bedingungen sinkt das pg des Ansatzes im Verlaufe des Versuchs ein
wenig ab, insbesondere bei sehr schwach alkalischer Reaktion. Wéahrend des Versuchs
wurde soweit moglich in Zeitabschnitten von 20—30 Min. umgeschiittelt; obgleich sich
so das Gel gleichmi8ig in Suspension halten lieB, verdiente wohl stindiges leichtes
Bewegen des Reaktionsgefilles im Schiittelthermostaten den Vorzug.

Zur Bestimmung der abgespaltenen Phosphorsiure bedienten wir uns der von
K. Lohmann und L. Jendrassik? modifizierten colorimetrischen Methode von C. H.
Fiske und Y. Subbarow. Die erhaltenen Farbténe wurden im Zeiss’schen Stufen-
photometer mit Filter S 57 gemessen und die Konzentration an P,Oy aus einer (durch
Vorlegen bekannter P,O;-Mengen aufgestellten) Eichkurve abgelesen. Die Analysen-
proben betrugen je nach dem Spaltungsgrad 1—0.1 ccm der Suspension; sie wurden wie
iiblich mit Trichloressigsiure versetzt, wobei sich die Suspension, bestehend aus Lanthan-
hydroxyd und wechselnden Mengen Lanthanphosphat bzw. Phosphorsidure-Adsorbat,
klar auflést. Die Phosphorsiure-Bestimmung wird durch Anwesenheit von Lanthan-
salzen in der Untersuchungsfliissigkeit nicht gestort.

Nach den iiblichen Versuchszeiten, auch nach einer Versuchsdauer von 7 und
noch mehr Tagen ist die Selbstspaltung der Glycerinphosphorsiure nicht mefbar,
nicht einmal nachweisbar; sie kann unberiicksichtigt bleiben. Selbst 14-tigige FEin-
wirkung von 1-n. NaOH bei 37° fithrt zu keiner mef8baren Aufspaltung des Esters.

Wo die Umsetzung in den Tafeln nicht in Prozenten angegeben ist, driicken die
Zahlen mg P,0;, bezogen auf 10 ccm, aus. '

1) C. Oppenheimeru. L. Pincussen, ,,Die Methodik der Fermente®, G. Thieme,
Leipzig 1929, S. 615.
%) Biochem. Ztschr. 178, 419 [1926].
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXXI. 110
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II) Verlauf der Esterspaltung.
1) Abhingigkeit der Wirkung von der Wasserstoffionen-
konzentration.

Vergleicht man die Anfangsgeschwindigkeiten, mit denen die Spaltung
der Glycerinphosphorsiure in Gegenwart des Lanthanhydroxydgels vor sich
geht, bei verschiedener
Wasserstoffionenkonzen -

10 tration, so erkennt manein

- ausgeprigtes Optimum.
2«. 30 Esliegt im schwach alkali-
- schen Gebiet, im Bereich
g pg 7.5—8.0. Neutrale
20t Reaktion ist etwas un-
glinstiger, bei stirker al-

ol kalischer Reaktion ist die

Umsetzungsgeschwindig-
keit bedeutend geringer,
sie betrigt beispielsweise
bei pg 9.5 nur etwa 1/,
Abbild. 1. Umsetzungsgeschwindigkeit bei verschiedener der maximalen. Diese
Wasserstoffionenkonzentration. (Versuchsdauer: 1 Stde) AbhiangigkeitderWirkung

70 40 30 700
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Kurve 1: Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer; von der Wasserstoffzahl
Kurve II: Veronal-Natriumacetat-Puffer (s. dazu Unter- ist in Abbild. 1 darge-
Abschn. 3). stellt.

2) Der zeitliche Verlauf der Spaltung.

Der in den Anfangszeiten beobachteten Kinetik folgt die Hsterspaltung
im allgemeinen nicht lange. Noch am regelmaBigsten ist der Spaltungsverlauf
im stdrker alkalischen Ge- 204
biet: bei py 9.5 beispiels- |
weise ist der Verlauf bis zu
knapp 309 Umsatz ein fast
linearer. Im schwicher alkali-
schen Gebiet, in dem die Spal-
tung anfinglich bedeutend
rascher vor sich geht, vermin-
dert sich die Umsetzungs-
geschwindigkeit sehr bald; da-
durch kommen Kurven zu-
stande, die rasch ansteigend '
zuerst iiber jenen fast linearen ! S 10 o e (Stan) %
Verlaufen liegen, dann aber '
stark abflachend diese schnei-
den (s. Abbild.2). Bemerkens-

——>mg RO
&)
&

20t 7

Abbild. 2. Kinetik der Esterspaltung bei ver-
schiedenem py.

Kurve I: Vers. bei pg 7.0;

wert ist die Tatsache, daB die Kurve II: Vers. bei pg 7.8;
erreichbaren Endwerte der Kurve ITII: Vers. bei pg 8.3;
Spaltung um so hoher liegen, Kurve IV: Vers. bei pg 8.8;
je alkalischer das Medium ist. Kurve V: Vers. bei pg 9.5.

Nach Tafel 1 erreicht man bei
pe 9.5 in 7 Tagen 53% Umsatz, wihrend er bei pg 7.8 in der gleichen Zeit
429 und bei pg 7.0 nur 189, betrigt. Dal es sich praktisch um Endspal-
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tungen handelt, geht aus dem Umstand hervor, daf die Spaltungszunahme
vom 5. bis zum 7. Tag duBerst gering ist.

Die Gesamtwirksamkeit des Gels 148t sich vielleicht dadurch veranschaulichen,
dafl man die Umsitze in Beziehung zur vorhandenen Lanthanmenge bringt: wiirde
sich eine einfache Umsetzung des Lanthan-Tons mit dem Phosphat-Ion zu LaPO, voll-
ziehen, so wiirde das vorhandene Lanthan die Phosphorsidure aus 0.0725 g glycerin-
phosphorsaurem Natrium, d. i. 72.59, des vorhandenen Substrats, binden kénnen. In
diesem Fall (der jedoch nicht verwirklicht wird) hitte man also als Endwert 72.59,
Spaltung zu erwarten.

Tafel 1. Zeitlicher Verlauf der Esterspaltung bei verschiedener Wasser-
stoffionenkonzentration.

Versuchsdauer PH
(Stdn.) 7.0 | 7.8 | 8.3 | 8.8 | 9.5
in 9%

1 6.2 7.7 | 5.0 | 3.7 ! 2.0

5 — 17.6 150 | 118 7.3

24 15.0 25.8 27.0 29.0 " 285

120 18.1 385 38.5 45.0 53.0

168 18.3 | 42.0 42.0 49.0 l 53.0

3) EinfluBl der Pufferzusammensetzung.

Vergleichsweise haben wir die Reaktionsverhiltnisse auch in Anwesenheit
eines anderen Puffers, nimlich des Veronal-Natriumacetat-Gemisches nach
L. Michaelis?), gepriift. Erwihnenswert ist dabei, daB auch im Falle dieses
Puffers ein Optimum der Spaltung besteht, und zwar im gleichen Bereich:
Pr 7.5—8.0. Das auffallend starke Absinken der Umsetzungsgeschwindigkeit
im annihernd neutralen Medium hingt wohl damit zusammen, da8 sich in
diesem Gebiet bereits mehr oder weniger Veronal aus der Reaktionsfliissigkeit
auszuscheiden begann. Wendet man den Puffer in geringerer Konzentration
an, so dall eine Auskrystallisation unterbleibt, dann liegen die Umsitze
einige Prozent héher. Dem Sinne nach besteht also bei Anwendung beider
Puffergemische Ubereinstimmung der Ergebnisse, nicht aber in der absol.
Hoéhe der Umsitze; diese sind in Gegenwart des Veronal-Puffers gréBer als
beim Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer.  (Siehe Aktivitits-pg-Kurve,
Unterabschnitt 1.)

Der Versuchsansatz von 10 ccm enthielt 6 ccm der 1/, molaren Stamml$sung (pg 9.6);
nach Zusatz von 0.0 ccm bzw. 0.3 ccm bzw. 0.5 ccm bzw. 0.7 cem bzw. 0.75 cem n/,-HCL
betrigt das pg im Reaktionsmedium [nach Bildung des (La(OH),] 8.4 bzw. 7.9 bzw. 7.6
bzw. 7.3 bzw. 6.8.

) 2 A 6.8 7.3 7.6 7.9 8.4
Umsatz nach 1 Stde. 0.6%, 4.29, 14.3%, 15.09, 7.09%,

Die Werte der Endspaltung stimmen mit den beim Ammoniak-Ammo-
niumchlorid-Puffer erhaltenen annihernd iiberein; die Spaltungsgrade be-
tragen:

beipg ....ovnnnen 7.3 7.6 7.9 8.4
nach 6 Tagen .... — 30.4%, 35.09%, 39.09,
nach 8 Tagen .... 12.9% 31.59, 35.0% 42.0 9,

Auch hier beobachtet man die Erscheinung, daB die Werte der End-
spaltung um so héher liegen, je alkalischer das Reaktionsmedium ist.

%) Biochem. Ztschr. 284, 139 [1931].
110*
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4) Abhingigkeit der Umsetzungsgeschwindigkeit von der
Substratkonzentration.

Im Gegensatz zu vielen enzymatischen Katalysen, deren Aktivitits-
p-Kurven im Gebiet hoher Substratkonzentrationen wieder abfallen, erfolgt
die Glycerinphosphorsiure-Spaltung in Gegenwart von Lanthanhydroxyd
um so rascher, je konzentrierter die Esterlosungen sind. Auch in den konzen-
triertesten, von uns gepriiften Ldsungen (5-proz. und 10-proz. Losungen)
ist die Umsetzungsgeschwindigkeit immer noch im Steigen begriffen. Legt
man die Anfangsgeschwindigkeiten zugrunde, so steht der Umsatz nach den
Versuchen der Tafel 2 bei einer Esterkonzentration 0.1/10 bzw. 0.3/10 bzw.
0.5/10 bzw. 1.0/10 im Verhiltnis von 1:3:5:10, er steigt demnach proportional
der Esterkonzentration.

Tafel 2. Vergleich der Umsetzungsgeschwindigkeiten bei verschiedener
Esterkonzentration.

(Die Zahlen geben die bei pg 9.5 in 10 cem gebildeten mg P,0, an.)

Versuchsdauer Esterkonzentration:
(Min.) 0.1g/10cem | 03g/l0cem | 0.5g/10cem | 1.0 g/10 cem
20 0.21 0.60 ] 111 198
60 0.58 1.67 2.70 4.10
90 0.82 — i — 4.65
120 1.08 — 1 — 5.05

II1) Gel-Zustand und katalytische Wirksamkeit.

Schwankungen der katalytischen Aktivitit haben wir hiufig beobachten
kénnen. Schon bei Wiederholungen eines Versuchs unter maglichst genauem
Einhalten #4uBerer Bedingungen treten gelegentlich Abweichungen auf,
obgleich schon im allgemeinen die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse
eine sehr befriedigende ist. Anderungen der duBeren Bedingungen fiihren
aber zu Systemen oft betrichtlich verinderter katalytischer Aktivitit.

Welches die Ursachen sind, die die unterschiedlichen Aktivititen be-
dingen, kénnen wir nicht entscheiden. Jedenfalls ist die Zustandsform des
Katalysators bei verschiedenen Bildungsbedingungen jeweils ein andere.
Dabei kann mitbestimmend werden der Verteilungsgrad, die Ausbildung einer
besonders wirksamen Oberfliche oder die Bildung verschiedener, auch nach
ihrem rein chemischen Verhalten unterscheidbarer Gel-,, Typen‘. So kommen
wohl auch hier jene eigenartigen, in ihrem Wesen noch nicht erkannten
Oberflichenkrifte zur Wirkung, die auf Grund ihrer {iberraschenden Selek-
tivitit heute in Form der Tswettschen chromatographischen Analyse und
der Willstdtterschen Adsorptionsmethode im Dienste der biochemischen
Forschung stehen.

1) Einflufl der Bildungsbedingungen des Gels auf die

katalytische Wirksamkeit.

Die im folgenden angefithrten Versuche sollten durch weitere systemati-
sche Versuche erginzt werden. Fiir den Fall, daBl eine Reihe weiterer Metall-
hydroxyde das Esterspaltungsvermogen zeigt, kénnte ndmlich die Frage, wie-
weit man aus den Abstufungen der katalytischen Wirksamkeit auf das Vor-
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liegen bestimmter Arten von Hydroxyden schheBen darf, ein Problem
von allgemeiner Bedeutung werden.

Die Unterschiede in den Bildungsbedingungen des Lanthanhydroxyd-
Gels liegen bei unseren Versuchen darin, daB wir entweder — das ist der
Normalfall — die Lanthansalzlosung zum fertigen Reaktionsgemisch zu-
fiigen, oder die Lanthansalzlosung — dieses Verfahren stellt den Ausnahmefall
dar — nur in die Pufferlésung eintragen:

Reihenfolge I. Reihenfolge II.
Zugabe der Lanthansalzlsung zum Fintragen der Lanthansalzlésung in
fertigen Reaktionsgemisch: die Pufferlosung, nachtrigliche Zu-
Das Gel entsteht im Puffer-Substrat- gabe der Substratlésung:
Gemisch. a) Das Gel entsteht in der Pufferlosung;

b) Das ausgefallene Gel kann sich unter
dem Einfluf des Substrats nachtriglich
umwandeln.

Bei diesen Arbeitsverfahren beobachtet man auffallende Unterschiede
hinsichtlich der katalytischen Aktivitit der Gele. Nachstehende Zusammen-
stellung verzeichnet die Unterschiede bziiglich der Anfangsgeschwindigkeiten:

Reaktionsmedium Zugabenfolge I Zugabenfolge II '
Neutrale bis sehr schwach alkalische

Reaktion ..................... Gleiche Anfangsgeschwindigkeiten
Schwach alkal. Reaktion (pg 7.8—8.8) GroBere

Anfangsgeschwindigkeit

Stirker alkal. Reaktion (pg9.5) .... GréBere
. Anfangsgeschwindigkeit

Der Abbild. 3 entnehmen .l
wir folgende Werte: es betragen
die Umsitze nach 1 Stde. Ver-
suchsdauer im Falle der

Folge I  Folge II

bei pg 7.0 6.29% 6.29,
pHE 83 5.0% 8.79%,
pE 95 2.0% 1.19%

—mg RG;

Bei ldngerer Versuchs-
dauer gleichen sich die Unter-
schiede im Umsatz allméhlich Y
aus: die Endspaltungswerte 7 5 0 . 24

_
sind beinahe gleich. 2Zeit (Sran)

Wihrend man nach Abbild. 3. FinfluB der Zugabenfolge im Versuchs-

den vorstehend angefiihrten ansatz auf die Reaktionsfihigkeit des Gels.

Beispielen auf Grund der Kurve I: pg 7.0, Zugabenfolge I;
verschiedenen Anfangsge- Kurve II: pg 7.0, Zugabenfolge II;
schwindigkeiten der Ester- Kurve III: pg 8.3, Zugabenfolge I;

. . Kurve IV: pg 8.3, Zugabenfolge II;
spaltung auf die Bildung Kurve V: pm 9.5, Zugabenfolge I;

verschiedener Gelarten je Kurve VI: pg 9.5, Zugabenfolge II.
nach den #uleren Bedin- .

gungen schlieBen darf, fithren die Ergebnisse eines weiteren Beispiels zu
der Annahme, dafl sich die urspriinglich gebildete Gelart unter duBeren
Finfliissen in eine andere umwandeln 148t.
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Tafel 3. Einflull der Zugabenfolge im Versuchsansatz auf die Reaktions-
faihigkeit des Gels.

Vers.- Zugabenfolge I Zugabenfolge II
Dauer Substratkonzentration Substratkonzentration
(Min.) 0.1/10 0.3/10 0.5/10 1.0/10 | 0.1/10 0.3/10 0.5/10 1.0/10 2.0/10

20 021 060 111  1.98 007 023 034 056 082

60 058 167 270 410 | 026 104 175 273 348

90 — — — 4.65 — — — 4.15 —
120 — —_ —_— 5.05 - — — 4.40 —
180 — — — — 0.96 — — 5.55 —

"Die Versuche der Tafel 3, ausgefiihrt bei pg 9.5, zeigen: Im Falle der Folge I:
Spaltungskurven von normalem Verlauf, ndmlich angenidhert linear oder (bei héherer
Substratkonzentration) allmihlich absinkend. Im Falle der Folge II dagegen: Zunahme
der Reaktionsgeschwindigkeit im Verlauf der Spaltung; die Kurven weisen einen auto-
katalytischen Anstieg auf. Diese Erscheinung hat darin ihren Grund, daB sich das
unter dem Einflull des Puffers gebildete Gel bei Anwesenheit des Substrats in ein anderes
umwandelt, das durch gréBere katalytische Reaktionsfihigkeit gegeniiber dem FEster
ausgezeichnet ist.

2) Verminderung der Wirksamkeit durch Waschen der Gele.
a) Gele, gefillt im fertigen Reaktionsgemisch.

Gele, die im fertigen Reaktionsgemisch, also auch in Anwesenheit des
Substrats erzeugt werden, werden in ihrer Wirksamkeit weder durch starkes
Zusammenballen infolge scharfen Zentrifugierens, noch durch anschlieBendes
Auswaschen mit Pufferlésung wesentlich beeintrichtigt. Das Substrat schiitzt
anscheinend die wirksamen Stellen der Oberfliche weitgehend vor Verinde-
rungen, wohl durch Anlagerung an das Hydroxyd, also infolge Bildung einer
Lanthanhydroxyd-Phosphorsiureester-Verbindung. GréBere Bestindigkeit
der Katalysator-Substrat-Verbindung im Vergleich zum Katalysator allein
ist nicht ungewéhnlich. Man trifft diese Verhiltnisse hiufig im Falle von
Enzymen an.

Beispiel: Versuch bei pyg 9.0 Umsatz in 1 Stde.:
1) Normal-Versuch .......................... 0.90 mg P,0, entspr. 3.4 %, Spaltung
2) Reaktionsfliissigkeit zentrifugiert
a) Riickstand 4 Puffer-Substrat-Gemisch zu

neuem ANSatz ..........0oiiiiiiiaan., 0.73 mg P,0O; entspr. 2.8 9, Spaltung
b) Zentrifugat 4 Substrat-Lésung zu neuem
Ansatz ........ .. ... iiiiiiiiiae, 0.00 mg P,0;4 entspr. 0.0 %, Spaltung

3) Reaktionsfliissigkeit zentrifugiert, Riickstand
1-mal mit Puffer-Lésung gewaschen, dann mit
Puffer-Substrat-Gemisch zu neuem Amnsatz .. 0.70 mg P,O; entspr. 2.6 %, Spaltung

b) Gele, gefillt im Puffergemisch in Abwesenheit des Substrats.

Starke AktivititseinbuBen beobachtet man dagegen, wenn man das
Gel nur im Puffergemisch erzeugt und nach dem Abtrennen mit geeigneten
Fliissigkeiten auswischt. Solche Gele erfahren demnach durch das Waschen
Verinderungen. In neue Versuchsansitze gebracht, sind sie anfinglich
auBerst schwach wirksam, spiter tritt allerdings eine teilweise Regenerierung
ein.
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Beispiel: Im Normalversuch betrigt der Umsatz in 2 Stdn. 1.45 mg P,0,. In
einem anderen Versuch wird das klare Zentrifugat nach Abzentrifugieren des Gels gepriift,
in einem weiteren das mit Wasser gewaschene Gel und im letzten die abzentrifugierte
Waschfliissigkeit. Die Umsatzwerte im Falle dieser 3 Versuche (durch eine Klammer
kenntlich gemacht) betragen zusammen 0.69 mg P,0O; gegeniiber 1.45 mg im Normal-
versuch. Ofteres Auswaschen schidigt noch mehr. Ersatz des Wassers durch Pufferlésung,
Ammoniakfliissigkeit oder Kochsalzlosung dndert am Gesamtbild nichts.

Versuch bei pg 9.0 mg P3O,/10 ccm in Stdn. 2 5 24
1) Normal-Versuch ............ .. iiviiieiininenen.. 1.45 3.15 8.30
2) Zentrifugat nach Abtrennen des Gels ............ 0.21 0.29 0.46
3a) -Gel nach 1-mal. Waschen mit Wasser ............ 0.17 } 0.45 3.55
b) Abzentrifugierte Waschfliissigkeit ................ 0.31 0.60 3.35
4a) Gel nach 1-mal. Waschen mit Pufferlésung ....... 0.19 0.56 4.95
b) Abzentrifugierte Waschfliissigkeit ................ 0 0 0
5a) Gel nach 1-mal. Waschen mit 0.25-n. NH; ....... 0.19 0.34 3.45
b) Abzentrifugierte Waschfliissigkeit ................ nicht gemessen
6a) Gel nach 1-mal. Waschen mit 0.25-n. NaCl-Lésung. 0.24 0.63 4.90
b) Abzentrifugierte Waschfliissigkeit ................ 0 0 0

3) Wechsel zwischen Gel- und Sol-Zustand wiahrend der Spaltung.

Wihrend der Spaltung kann man gelegentlich eine eigentiimliche Er-
scheinung beobachten: Die Triibung der Reaktionsfliissigkeit — verursacht
durch das Gel des Hydroxyds — hellt sich langsam auf; in manchen
Fillen bildet vollige Klarheit der Reaktionsfliissigkeit den vor-
laufigen Endzustand ~des Vorgangs. Nach einiger Zeit nimmt dann die
Tritbung wieder zu, bzw. beginnt sich die klare Fliissigkeit wieder zu triiben
unter Riickbildung neuen Gels. Das wihrend des Vorgangs entstehende
Sol ist demnach nur wenig bestindig. Im Sol-Zustand schreitet die Spaltung
des Esters ohne Unterbrechung weiter, die Reaktionsfliissigkeit zeigt in diesem
Zustand gerade noch wahrnehmbaren Tyndalleffekt?).

Fir das Zustandekommen dieses Wechsels zum kolloiden  Zustand
haben wir zwei Faktoren als wichtig erkannt. Zunichst ist die Wasserstoff-
ionenkonzentration des Versuchsmediums fiir die Bildung des
Sols von Bedeutung. Das 148t sich anschaulich zeigen in Versuchen, deren
Pufferung aus dem Veronal-Natriumacetat-Gemisch besteht: von Ansitzen
bei pg 7.6,7.9 und 8.5 tritt ein volliges Klarwerden der Fliissigkeiten nur im
Falle des mittleten pg (7.9) ein; der Vorgang des Aufhellens ist nach etwa
50 Min. abgeschlossen. Die Fliissigkeit bleibt dann etwa 60 Min. klar und
fingt dann an, wieder trilbe zu werden. Im Parallelversuch bei pg 7.6 ist
die Triibung nach 50 Min. zwar weitgehend verschwunden, allein ein voélliges
Klarwerden kommt nie zustande. Im dritten Versuch ist eine auffallende
Veranderung der Reaktionsfliissigkeit iiberhaupt nicht zu beobachten.
Danach besteht fiir diesen Vorgang ein Optimum, welches im schwach alkali-
schen Medium liegt; neutrales Medium ist weniger, stirker alkalisches noch
weniger geeignet.

Im Falle des Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffers haben wir bei der
iiblichen Substratkonzentration 0.1/10 ein vélliges Klarwerden der Reaktions-

4) Uber Bildung und Eigenschaften des Lanthanhydroxyd-Sols s. bei P. Walden,
Handb. d. allgem. Chem., Bd. IX, ,,Hydroxyde u. Oxydhydrate” von R. Fricke u.
G. F. Hiittig unter Mitwirk. von H. Zocher u. Hj. Saechtling, Akad. Verlagsges.
Leipzig 1937, u. zw. S. 126.
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fliissigkeit nicht beobachten kdnnen. Dal} aber ein teilweiser Wechsel vom
Gel- zum Sol-Zustand stattfindet, dafiir sprechen die Ergebnisse folgenden
Versuchs: wihrend man bei Spaltungen im stirker alkalischen Gebiet (pg 9.0)
die abgespaltene Phosphorsiure nicht frei in Lésung, sondern ausschlieflich
gebunden im Gel vorfindet (Kurve I der Abbild. 4), enthalten in Versuchen
im schwicher alkalischen Medium (pg 8.3) sowohl das Gel als auch die vom
Gel durch Zentrifugieren getrennte klare Fliissigkeit Phosphorsaure. Das hat
seinen Grund darin, daB bei diesem pg in den ersten Versuchszeiten ein Teil
des Gels in den Sol-Zustand
iibergegangen ist. Kurve III
60 der Abbild. 4 gibt die An-
I teile der Phosphorsiure an,
die sich im Verlauf des Ver-
I suchs jeweilsin I6sung befin-
den, wihrend Kurve II ein
20 MaB fiir die gesamteabgespal-
tene Phosphorsiure darstelit.

40

> mg Py Os

Der zweite fiir den Uber-
1 5 10 gang des Gels in den Sol-Zu-

Zeit (Stan,
Abbil . des Phosoh ( ) teils. d stand mafgebende Faktor
d. 4. Bestimmung des Phosphorsiureanteils, der ist die Substratkonzen-

in Versuchen bei pg 9.0 bzw. 8.3 in Losung ist . . . .
(Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer). Er atio r.1. Elpen Ub,e rblick
ilber die bei verschiedener

Kurve 1I: Vers.pg 9.0: Gesamte abgespaltene H,PO N D
(ausscI;ﬂ. im Gel geb): Besp ¥ 7* Substrationskonzentration in

Kurve II: Vers. pg8.3: Gesamte abgespaltene H,PO,; Vverschiedenen Zeiten eintre-
Kurve III: Vers. pg 8.3: Der in Lésung sich befin- tenden duBerlich wahrnehm-
dende Anteil der H,PO,. baren Verinderungen gibt

die nachstehende Ubersicht.

Beobachtungszeiten Substratkonzentration
0.1/10 | 0.3/10 | 0.5/10 ] 1.0/10
Kurz nach Zugabe des LaCl, | triib triib wenig triib sehr wenig triib
Nach 10 Min. ........... triib wenig triib sehr wenig triib klar
Nach 20 Min. ........... triib | sehr wenig triib klar klar
Nach 38tdn. ........... triib | sehr wenig triib klar klar
Nach 5S8tdn. ........... triib Tritbung nimmt wieder zu

Die Versuche sind bei einem fiir die Bildung des Sols ungiinstigen pg, nimlich
PH 9.5, angestellt. (Die entsprechenden Umsetzungsgeschwindigkeiten sind aus
der Zusammenstellung im Unterabschnitt 1 unter ,,Zugabenfolge I zu ersehen.)

Danach tritt vélliges Klarwerden der Reaktionsfliissigkeit nur in den
Versuchen mit sehr hoher Substratkonzentration ein, und zwar im Falle
1.0/10 friiher als im Falle 0.5/10. In den iibrigen Versuchen kommt es nur
zur Ausbildung gradueller Unterschiede in der Triibung.

An diese Erscheinung sind eine Rejhe von Fragen gekniipft. Von Interesse
halten wir die Frage, ob zwischen Reaktionsfahigkeit und Ubergang eines
Systems in den Sol-Zustand ein innerer Zusammenhang besteht. Dafiir
scheint zu sprechen: erstens, da der pg-Bereich, in dem das Auftreten der
Sole begiinstigt ist, zugleich das Gebiet optimaler Spaltung darstellt, zweitens,
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daB mit steigender Substratkonzentration erhéhte Umwandlung vom Gel
zum Sol und gleichzeitig Zunahme der Umsetzungsgeschwindigkeit zu be-
obachten ist, und drittens, da} der im vorhergehenden Abschnitt beschriebene
autokatalytische Anstieg der Umsetzungsgeschwindigkeit von einem Uber-
gang des Gels in das Sol begleitet ist. Trotz solcher Parallelen halten wir
aber vorerst einen inneren Zusammenhang noch nicht fiir bewiesen. Eine
andere Frage betrifft den tieferen Grund fiir den Ubergang des Gels
in das Sol. Man kénnte versucht sein, ihn in dem Auftreten der Spaltprodukte,
insbesondere des Glycerins, zu vermuten, zumal einige hydroxylhaltige
Substanzen wie Tartrate und Zucker die Fillung von Lanthanhydroxyd
verhindern, und die Eigenschaft des Glycerins, Komplexe zu bilden, in vielen
anderen Fillen bekannt ist. Zugabe von Glycerin oder Phosphorsiure oder
von beiden Spaltprodukten zu den Ansitzen vermochte aber niemals die
Solbildung zu beschleunigen oder herbeizufithren. Nach diesen orientierehden
Versuchen scheint der Ester selbst verantwortlich fiir den Wechsel
zum Kolloid-Zustand zu sein.

IV) Priifung verschiedener Phosphorsidureester.

Das Lanthanhydroxyd ist nicht nur befihigt, die Spaltung der Glycerin-
phosphorsdure zu beschleunigen, sondern zeigt sich auch gegeniiber anderen
Phosphorsiureestern wirksam. Von den gepriiften Substraten wird aller-
dings nur die Phenylphosphorsiure dhnlich gut gespalten wie der Ester
des Glycerins. Auffallend ist hier die trige Spaltung zu Beginn; erst nach
24 Stdn. setzt eine rasche Zunahme des Umsatzes ein, die bis zu 96 Stdn.
anhilt. Wahrscheinlich geht hier eine Umbildung des Gels in eine aktivere
Form vor sich. Die Diphenylphosphorsiure-Spaltung hingegen kommt
auch nach lingeren Versuchszeiten nicht besser in Gang?®). Im Falle beider
Ester zeigen iibrigens die Suspensionen ein anderes Aussehen: Die Gele
erscheinen grobflockiger und ungleichmiBiger in ihrer Verteilung. Uber die
Reaktionsverhiltnisse berichtet Tafel 4. '

Tafel 4. Spaltung von Phenylphosphorsiure und Diphenylphosphorsidure.

(Die Versuchsansitze von 10 ccm enthielten 0.064 g Phenylphosphorséure bzw. 0.106 g

diphenylphosphorsaures XKalium (entspr. 26.4 mg P;0;) sowie 1 ccm NH,—NH,Cl-Puffer.
Die Zahlen bedeuten Prozent Spaltung.)

. Diphenyl-
Vers(xé:g’sl(.l)auer Phenylpfiosphorséure phosphorsiure
pE 7.3 pH 8.0 PE 87 pg 8.2

2 0.1 0.9 1.2 0

5 0.3 15 21 —

8 0.5 21 2.8 1.0

24 1.6 4.4 74 22

48 3.4 11.0 227 3.4

96 8.0 - 39.0 55.0 —
192 13.6 58.8 64.0 -

%) Wir werden noch priifen, ob mit den Phosphoesterasen darin Ubereinstimmung
besteht, daf nur primire und sekundire Ester, also Substrate, die noch Sduren sind,
gespalten werden. Die tertidiren Ester werden nach den bisherigen Erfahrungen enzy-
matisch nicht gespalten.
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Noch weniger gut werden Hexosediphosphorsiure (in Form sowohl
des schwer lgslichen Calcium- als auch des leicht 16slichen Kaliumsalzes)
sowie die Inosithexaphosphorsidure (Ca-Mg-Verb. sowie Natrium-Verb.)
gespalten. Nach Abzug der Selbstspaltungswerte war aber immerhin nach
Tagen eine geringe Wirksamkeit des Lanthanhydroxyds festzustellen, Nur
im Falle des Caseins lieBen die Ergebnisse eine eindeutige Beurteilung nicht zu.

Fiir die freundliche Mithilfe bei Durchfithrung der Versuche sprechen
wir Hrn. A.Carl unseren besten Dank aus. Zu ganz besonderem Dank
sind wir der William G. Kerckhoff-Stiftung zu Bad Nauheim fiir die

Gewihrung eines Forschungsstipendiums an Frl. Dr. M. Meisenheimer
verpflichtet.

287. Hans Herloff Inhoffen und Huang -Minlon: Umwandlungs-
reaktionen von bromierten Derivaten des Cholesterins, V. Mitteil.l):
Weitere Versuche mit Dibromcholestanon.

[Aus d. Hauptlaborat. d. Schering A.-G., Berlin.]

(Fingegangen am 20. Juli 1938.)

Durch Einwirkung von Kaliumbenzoat auf 2.4-Dibrom-cholestan-on-(3)

(I) in Butanol-Toluol-Lésung erhilt man zwei einfach ungesittigte Benzoe-
sdureester der Formeln A und B?):

CH,| CH,/

C.H,.C0.0. / \/ Br.” NN AVAV
\/\/ \/ AN
' Br 0.C0.CH,
A I B

Bei dieser Reaktion werden also Verbindungen erhalten, die im Ring A
nur einfach ungesittigt sind.

Die angestrebte Darstellung des im Ring A zweifach ungesatt1gten
Ketons, des Al'%4 45-Cholestadien-ons-(3), gelang  schlieflich durch
Behandeln von I mit Pyridin?); hierb® entsteht ein Gemisch verschieden-
artiger Stoffe.

Schwenk und Whitman3), die die Einwirkung von Pyridin auf Dibrom-
cholestanon ebenfalls untersucht haben, isolierten ein Pyridiniumbro-
mid, fiir das man neben der von Schwenk und Whitman vorgeschla-
genen Formel C auch die Formulierung D in Betracht ziehen mufB:

1) IV. Mitteil.: B. 70, 1695 [1937].

2} Pyridin diente auch zur Abspaltung von Bromwasserstoff aus dem durch Bromie-
rung von Androstan-dion-(3.17) mit 2 Mol. Brom erhaltenen Dibromandrostandion,
H. H. Inhoffen, Naturwiss. 25, 125 [1937]. DievonMarrian (,,Ergebnisse der Vitamin-
und Hormonforschung', S. 437, Akad. Verlagsbuchhandl., Leipzig 1938) fiir die dort
beschriebene Aromatisierungsreaktion spaterhin angegebene Formulierung ist daher irrig.

3) Journ. Amer, chem. Soc. 59, 949 [1937].





