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78. Engen Bsmann nnd Elfriede powotng: n e r  die ac-,P-Substrat- 
SpeziM-it bei der slkrrliRehen Verseiiung der Glycerin-a- und pphosphor- 

s h r e  im Ferment-lo dell-Versnch*). 
[AW dem Pharmazeut. Isetitut der ehemaligen Deutechen Karla-Uqiversitilt Prag.] 
(Eisgegangen bei der Redaktios der Beriohte der Deutechen Chemischen cfesellsohaft 

am 16. Februar 1945.) 

Es d e  uatersucht, ob bei der alkalisches Verseifung von Gly- 
cerin-a- und p-phosphorsiiure im Ferment-Modell-Vemch, x$mlich 
in Anwesenheit gewisser Metallaeke, die beidea Isomeren gleich oder 
unterachiedlich rasch hydrolyeiert weden. Die Ergebnisse der Unter- 
s u c h q e n  bestiitigten die wch der vorstehenden Mithilung zu er- 
warteqde ,,a-,P-Substrat-Spezifitlit": Im Falle der Lanthan- Wd der 
Cerglycerinphosphate verliiuft die Verseifung dea P-Esters bei PH 8 
und 370 etwa doppeIt so rasch als diejenige des a-Eaters. 

Bei der Einwirkung von Phosphatasen auf die Isomeren der Glycerinphos- 
phorsaure wird meistens der a- oder der @-Ester rascher gespalten, je nach der 
Herkunft des Enzyms'). Diese Erscheinung bezeichnet man als a - , @ - Sub - 
s t r a t -  Spezifit&t8).ImFalledernichtenzymatischen Verseifung sinddagegen 
Unterschiede in der Hydrolysengeschwindeit nicht bekannt : Gegeniiber 
Hydroxyl-Ionen erweisen sich des a- und P-Isomere gleich widerstandsfahig 
und Wasserstoff-Ionen verseifen den a- und p-Ester mit praktisch gleicher 
Geschwindigkeit8). 
Zu diesen beiden Mtiglichkeiten der Verseifung kommt noch eine dritte, 

die Verseifung im Ferment-Modell-Ve.rsuch. Sie geht in alkalisohem Medium 
in Anwesenheit gewisser MetaUsalze, besonders der seltenen Erden, vor sich. 
Ihren Reaktionsmechanismus haben wir in der vorstehenden Abhandlung 
dahingehend gekliirt, daB aus dem Metall-Ion oder Metallhydroxyd und dem 
Substrat sich hauptvalenzmiifiig ein undissoziiertes Salz bildet, welches dam 
in die Hydrolyseprodukte zerfallt ; das eigentliohe Reaktionszwischenprodukt 
ist ein besisches Salz, das in kolloidalem Zustand reagiert. 

Es ergibt sich nun die Frage, 06 im Ferment-Modell-Versuch Glycerin- 
a- und P-phosphat gleichm&Dig gut hydrolisierbar sind, oder ob hier, iihnlich 
wie bei der enzymatischen Verseifung, eine der a-,p-Substrat-Spezifitiit ent- 
sprechende Erscheinung zu beobachten ist. Dies ist in der Tat der Fan. So 

*) VIII; Mitteil. der is B. 71,1711,1980,2086,2233 [1938], B. 81 442,461,465 [I9481 
ver6ffentlicht.a Unterauchusgereihe. 

1) Allerdisgs brf m811 dieaer Spezifitiit fiir die Charakterisierung h e r  Phosphataite 
lreisen zu groBe4 Wert beimesseq, da daa Verbiiltnis der a- : P-Hydrolysegeachwindigkeit 
bei ehan Enzym deraelbw Eerkuoft mehr oder weqiger groben Schwankusges unk- 
worfa  ist, je ~ c h  dern Enzymzustand (lyo-, desmo-Enzym) und dem zufiilliges Mg++- 
&halt der Weusgen. (E; Bamann u, W. Salzer,  B. 70, 1263 [1937]; E. Bamaan u. 
M.Meiseqheimer h E .  Barnens u. K. Myrbiick, DieMethoder\derFerinentfodung, 
Leipzig 1941, New York 1946, S. 1640). 

2) Siehe z.B. H. Albers is F. F. Nord u. R. Weidenhagen, Handb. der Enzp 
mologie, Leipig 1940, S. 422 usw. 

8)  Vergl. hierzu R. H. A. Plimmer,  Biochem. Jounz. 7, 72 [1913]; P. Fleury  u. 
Z. Sutu ,  Bull. Soo. chim. France [4] $9, 1716 "261; I. I. Rae, H. D. Kay u. E. I. 
King, Bioohem. JTourn. 28,143 "341; P. E. Verkade, I. C. Stoppelenburg u. W. D. 
Cohea, Rec. "rav. chim. Pays-Bas 68,886 [1940]. 
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sehr dieses Ergebnis zunachst iiberrascht, so ist es doch bei lconsequenter 
Verfolgung und -4uswertung des dem Verseifungsvorgang zugrunde liegenden 
Renktionsmechanismus und bei Reriicksichtigung bereits bekannter Tatsachen 
zu erwsrten. Man kennt schon lange die ungleiche Loslichkeit gewisser Salze 
der Gylcerin-a-bzw. P-phosphorssure; von der schwereren Loslichkeit dcz 
Calcium- und Bariumsalzes der P-Estersiiure macht man sogar bei der lie- 
lierung und bei der priiparativen Darstellung dieses Isomeren aus dem Tso- 
nierengemisch Gebrauch4). Wenn sich die Loslichkeits-Unterschiede nicht ttuf 
die genannten, bisher vornehrnlich beschriebenen Sttlze beschranken, was ttls 
unwahrscheinlich gelten darf, und wenn dern Chemismus der Verseifung airk- 
lich Salz b i ldung zugrunde liegt, wird bei den Modell-Versuchen die Konzen- 
tration der zerfdlbaren Zwischenverbindung bei der Glycerin-a- und P-phos- 
phorsaure verschieden groB sein; dies hat aber ungleichen Umsatz der beiden 
Isomeren zur Folge. Wie im Enzym-Versuch die von der jeweiligen Affinitiit 
abhiingende Konzentration der undissoziierten Enzym-Substrat-Verbindung 
und deren Zerfallvgeschwindigkeit die Umsetzungsgeschwindigkeit bestininien, 
so miissen im Modell-Versuch die durch die Lijslichkeitsverhaltnisse mit- 
bestimnite Konzentration des undissoziierten Salzes und seineZerf allsgeschwin - 
digkeit von EinfluB auf dip Verseifungsgeschwindigkeit sein. Ob dariiber hin- 
ails und in welchem Umfang hier noch weitere Faktorep, wie auBere Zustands- 
form der Zwischenverbindung, ausschlaggebend sind, la& sich gegenwartig 
noch nicht beurteilen. Die nuchstehende Tafel 1 veranschaulicht die beob- 
achtete Erscheinung. Danach wird bei pH 8 und 37O sowohl im Lanthan- als 
auch im Cer-Versuch der p-Ester rascher verseift,. 

Tafell. a-,@-Substrat-Spezifitat imFerment-Modell-Vcrsuchbei pH 8 und37O 
(Die Zahlen bedeuten yo Umsatz). 

& ~ ? & . . $ - - -  -- 

24 Stdn. i 8.5% I 13.0% I 5.9% 1 10.4% 

Beschrelbung der Versuche. 
Die Versuche erstrecktes sich auf die L a n t h a n -  und die Ccr-glycerinphosphate. Sie 

sind bei37O i s  desKowentnttiontm 0.0002 usd 0.002 Mol : lOOccm sowie bei verschirdenen 
Wasserstoff-lonen-Kowentrationen durchgefiihrt worden. Die Estersalze wurdeq in den 
Versuchsansiitzen jeweils frisch gefiillt durch Versetzen der Liisungen von Glycorin-a- 
phosphat (in Form von C,R,O,PCa+ 2H,O ,,Merck") bzw. von Glycerin-P-phosphat 
(in Form vos C,H,OsPNa,+ 3H,O ,,Merck") mit Lasungen von La(NO,),+ 6H,O 
,,Merck" bzw. &(NO,),+ 6H,O ,,Merck". Zum gegenseitigen Ausgleich an Ca++ und 
Na" cuthielten die a-Versuche eincn Zusatz an ber. Mengen Natriumchlorid, die a-Vcr- 
suche eiiien solchea an CaCl,+ 6H,O. Die Reakt iossbedingqes sind also auch in  dieser 
Hinsicht vergleichbar. Die EinsteUung von p11 nahmen wir erst nach dem Versetzen der 
Glycerinphosphat-Gsungen mit den ~ e ~ l l ~ l z - L 6 s u n g e s  vor; bei der iiblichenKonzen- 
tration (0.0002 Mol : 100 ccm) bedurfteq die Versuche bei PH 6 keines Zusatzes, diejenigen 
bei PH 6.8 enthielten 0.8 ccm 0.1 n NH,, diejenigen bei PH 8 und 9.5 5 ccm 2.5 n NH,OH- 

4, 0. Rai l ly ,  Journ. Pharm. e t  Chim. ['I] 11,204 [1915]; P. K a r r e r  u. H. Sa lomon,  
Helv. chim. Acta 9 , 3  [19261; I. I. Rae,  H. D. K a y  u. E: I. K i q g ,  Biochem. Journ. 28, 
143[1934]u.n.;s.a.S.Belfaati, A.Ercol i  u . M . F r a n c i o l i i n E . B a m a n a  u.K.Myr-  
h i c k ,  Die Methoden dcr Fermestforschung, Jfiipzig 1941, New York 1945, S. 93 usw. 
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NH,Cl-Puffer mit PH 8 bzw. 9.5; die Vemuche der 10-fach hoheren Konzentration (0.002 
Mol : 100 ccm), die nur bei PH 8 usd 9.5 durchgefuhrt wurden, enthielten die 10-fache 
Menge Puffer-Liisung, niimlich je 50 ccm pro 100 ccm Anuatz. Als MaB der Vcmeifuy 
dieate die in Freiheit gesetzte Phospliorsaure, deren Bestirnmung colorirnetrisch wie in 
d m  vorangehenden U$ersuchungen dieser Reihe erfolgte. 

Die Vers uc hse rg e b n isse in Fdle der Lan t han-glycerinphosphate sind in der Tafel2, 
diejenigen irn Falle der Cer-glycerinphosphate in der Tafel 3 zusammengcstellt. Die Lan- 
than-Versuche zeigen, daB bei allen Versuchsbedingunges, unabhiingig vom PH und vom 
Konzentrationsbereich, der @-Ester rascher verseift wird als der a-Ester. Bei PH 8 wird 
in den @-Versuchen bereits in 24 Stdn. ein Umsatz enielt, zu dem is den a-Versuchen 
etwa 48 Shin. notwendig sind: Die Verseifung des @-Es te r s  verlauft also bei PH 8 
uqd 370 etwa doppelt  so rasch als diejenige des a-Estcw. Bei PH 9.5 sind die Gc- 
schwi~digkeitsunterschiede etwas geringer. Die Abweichungen im zeitlichen Verlauf der 
Verseifungen im schwachcr und im starker alkalischen Gebiet (PH 8 und 9.5) s h d  fur diese 
Lntersuchung ohne Belang. 

Tafel2. V erg 1 ei c h d e r U m s c tzu ng s g e s c h w i n d i g k e i t e n v o n Lan t h a n  - gl y c e r  i n- 
r -  und p-phosphat bei VerschiedenenKoqzentrationen u. verschiedenem 

(I)ie Zahlen bedeuten O L  Umsatz: t- 37O). 

1 
2 
3 

24 

0.002 3101 : 100 ccrn 0.0002 Mol : 100 ccni I 

PH 9.8 PH PH 9-5 

P P 
Vers . -Dauer 
(Stdn.) 

0.9 2.1 0.6 
1.3 3.3 1.1 
3.5 6.1 2.0 
8.5 13.0 10.4 

12.7 48 I 
19.0 17.6 

Die Cer-Versuche erstreckcn sich uber das pH-Hereich von 6 bis 9.5. Zwischen ptt 6 
und  8 wird  der ?.Ester bei 37O etwa doppelt  so  rasch verscift wic der a -Es te r ,  
bei s ta rker  alkslischerfleaktion(p~9.5)dagegen sinddieHydrolysegeschwin- 
digkeiten etwa gleich g r o l ;  das letztere gilt sowohl fur die Versuche der Konzeq- 
tration 0.0002 Mol : 100 ccm als auch fur dicjeniges der 10-fach fieheren Konzentration. 
Da diese Erscheiqung auch bei den Lant.bnversuchen - allerdiws nicht so ausgepragt - 
vorliegt, solltes Versuche auch bei 4 0 C h  hoherem PH angestellt werden6). Wir glaubcn 
allcrdings nicht, da13 es dabei zu einer Umkehrmg, also zu ciner rascheren Spaltung des 
r-TsomeroQ, komrnen wird. Voraussichtlich beruht die gegeaseitige Allgloichung der Um- 
setzungsgeschwindigkeiten im stiirker alkalisrhes Bereich vielmehr darauf, daB das che- 
mische Gleichgewicht is den Reaktionssysternen weitgehend nach der Seite des Metall- 
hydroxyds verschoben ist und die Vnterschiede in der Konzentration des a- und p- 
Rwktioqs-Zwischenproduktes kleiner werden bzw. praktisch verschwinden. 

Tafel 3. Vergleich der Umeetzungsgeschwindigkciten von Cerglycerin- a -  
und B-phosphat bei verschiedenen Konzentrationen u. verschiedenem pH 

(Die Zahlen bedeuten "/o Umsatz; t = 370). 

0.0002 Mol : 100 ccm I I 0.002 MOI : 100 ccm 

1.1 
1.8 
3.7 

14.9 
22.0 

Vers.-l)auer 
(Strln.) 

1.1 2.9 0.9 1.3 
1.6 4.8 1.4 2.4 
4.0 9.0 3.2 5.6 

11.4 19.3 14.4 22.4 
17.5 26.2 , 24.9 32.4 

1 
2 
5 

24 
4 8  

120 

0.3 
0.6 
1.4 
5.9 

11.7 
- 

B - 
0.9 
1.2 
2.5 

10.4 
20.4 - 

I 2.4 2.5 0.8 2.0 
6.1 5 6 1.9 3.9 

' 14.1 I 13:2 I 8.3 1 15.5 
19.3 19.0 16.2 26.1 - 1 - i - I -  

s, Auch Veriinderung der Versuchstemperatur kam viellcicht den bisher gewowesen 
Einhlick in die Erscheinung noch erweitern. 
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Vergleicht man die jeweilig& Umsiitm dea Lanthan-Versuchen mit jmen der 
Cer-Vemch0, so erkemt man a u k  den bereite beeprochenen Abweichungeq wch  einen 
v o n h n d e r  etwas versohidesea zeitlicheq Verlauf der Vermifung; die Umsiitm m h  
lhgeren Versuchszeiten, z.B. 48 Std~. ,  shd W d e r  aber jeweils recbt iihalich. 

Zum SchluB sei noch bemerkt, daB orientiemnde Versuche mit Calcium- g l y c e r  is - 
a - md C aloium .. gl y c er in - p - pho sp ha t selbst wch langen ZeiM bei s t e d e r  DurchfiFh- 
rung (Toluol-Zusata) k e b  neqqeqswerte Verseifung und damit such kehe eindeutigen 
Untecschiede in den a- und P-Hydrolysegeachwindigkeittm erkessen l i e k .  

. 
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