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gegebene Verbeaserung der Methode von L u n d  zur Entfernung des iiberschiius. Alkohols 
durch azeotrope Dcstillation mit Hilfe von Benxol wurde dahin abgeandert, daB das zu 
Beginn der Reaktion sehr storende Benzol erst nach vollstandiger Auflosung des Magne- 
siums zugesotzt und d a m  destilliert wurde. Bei einer Kopfternperatur von 70' war die 
Ltisung frei von Alkohol. D a m  wurden 0.75 No1 Adipinsilure-methylesterchlorid 
in Bcnzol unter Riihren und Kiihlen innerhalb von 30 Min. zugesetzt und 1 Stde. weiter 
erhitzt. Nach der Aufarbeitung wurde der uberschiiss. Malonester bei 0.5 Torr bis 100' 
abgetrennt. Es resultierte 212 g roher Acylmalonester mit einer gelbroten FeCI,-Reaktion 
(Theorie 202 g = 3/, Mol). dieses Rohproduktes wurden mit 1.86 Mol Propionsaure 
unter Zueatz von 1 Gew.-% konz. Schwefelsaure 3 Stdn. riickflieBend gekocht. Danach 
lieB man etwas abkiihlen und unterzog das Gemisch einer Nachhydrolyse mit 4nH,SO,, 
bis sich kein Kohlendioxyd mehr entwickolte. Die erhaltene Ketosiiure wurde mit Meth- 
anol-Chlorwasserstoff verestert. 16 g (41 yo d. Th. ) E - K e  t o  - o n a n  t h s  il ure  - m e t  h y le s t e r 
(XIII)  vom Sdp.,., 140-142'; dm 1.0636; ngJ 1.4499; keine FeC1,-Reaktion. 

C,H1,O, (158.2) Ber. C60.74 H8.92 &f. C60.38 H8.48 
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10. Hermann Mix, Werner Tittelbach-Helmrich und Wolfgang 
Langen bec k : Organische Katalysatoren, XXXVI. Mitteil. l) : Chelat- 

kat,alysen I 

[Aus dern Institut fiir Katalyseforschung, &stock, der 1)eutschen Akademie 
der Wiwnschaften zu Berlin] 

(Eingegangen am 13. Oktober 1955) 

Die Katalasewirkung von Kupfer-, Eisen- und Kobaltionen in 
Gegenwart von Arginin und Histidin wurde in Abhiingigkeit vom pH 
untemucht. Es wurde gefunden, daB Kupfer(l1) durch die komplexe 
Bindung an Arginin stark, durch Histidin schwach aktiviert wird. 
Kobalt(I1) wurde durch beide Aminosauren verschieden stark inakti- 
viert, Eisen(II1) zeigte keinen merklichen Aktivierungseffekt. 

Es ist eine wichtige Erkenntnis der Enzymchemie, daB sehr viele Apo- 
fermente Schwermetallionen enthaltena). Diese Ionen sind zweifellos komplex 
an die Bausteine der Fermentproteine gebunden. Es ist auch einwandfrei 
nachgewiesen worden, daB sie fur die Enzymwirkung unentbehrlich sind, 
denn wenn man sie entfernt, hort die Wirkung auf. So erwachst dem Katalyse- 
Chemiker die Aufgabe, zu untersuchen, wie die katalytischen Eigenschaften der 
Schwermetallionen durch Aminosauren, Polypeptide, Proteine und ihre Derivate 
verandert werden. Besonderes Interesse verdienen dabei natiirlich dienigen 
Falle, bei denen eine Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet 
wird. Man beginnt dieses umfangreiche Arbeitsgebiet am besten mit ganz 
einfachen Reaktionen, die schon von Schwermetallionen allein merklich be- 
schleunigt werden. Sehr geeignet ist z. B. die Katalasewirkung von Schwer- 
metallen. Anfiinge dieser Arbeitsrichtung liegen schon vor. So hat L. A. 

l)  XXXV. Mitteil.: H. Mix, Liebigs Ann. Chcm. 692,146 [1955]. 
2 )  Lit. vergl. z.B.: A. E. Mar te l l  u. M. Calv in ,  Chemistry of the Metal Chelate 

Compounds, New York 1953, S. 404,405; M. Calvin in: W. D. McElroy u. B. Glass, 
The Mechanism of Enzyme Action, Baltimore 1954, S. 221. 
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Nikolajew3) u. a. gezeigt, daB die Katalasewirkung der Kupferionen durch 
a-Aminosauren weniger aktiviert wird, als durch P-Aminosiiuren. 

Wir haben uns dic Aufgabe gestellt, natiirliche a-Aminosauren RCH,CH- 
(NH,)CO,H mit charakteristischen komplexbildenden Gruppen R sowie deren 
Peptide fur die katalytischen Messungen heranzuziehen. In  dieser Arbeit 
bringen wir Messungen am Arginin und Histidin in Kombination mit Kupfer-, 
Eisen- und Kobaltionen. Besonderer Wert wurde dabei auf die Abhangigkeit 
der Katalasewirkung vom p,, gelegt. Hierfiir waren aber, wie sich alsbald 
heransstellte. die gebrauchlichen Pufferlosungen nicht ohne weiteres EU ver- 
wenden. Die in ihnen vorliegenden Anionen konnen zum Teil mit Schwer- 
metallionen Komplexe bilden und damit deren katalytische Wirksamkeit 
beeinflussen (Phosphat, Chlorid u. a.). Ferner kam hinzu, daB mit der starken 
Aktivitat des komplex gebundenen Metallions eine irreversible Zersetzung des 
Komplexes unter Abscheidung von Oxydhydraten parallel ging. Dabei er- 
niedrigte sich das pH der Reaktionslosung kontinuierlich, so daD die Kapazi- 
tat des Puffers schlieBlich nicht mehr ausreichte, eine Konzentrierung an Was- 
serstoffionen zu verhindern. Zuverlassige und vergleichbare Aussagcn iiber 
die Aktivitat der einzelnen Chelate licBen sich somit nicht machen. 

Dieser Mange1 wurde dadurch behoben, daB die Reaktionslosung nebeii 
dem zu untersuchendcn Schwermetall und der Aminosiiure nur noch Natrium- 
und Sulfationen enthalten sollte. Dic urspriingliche Absicht, die Aminosaure 
gleichzeitig im UberschuB als Puffersubstanz zu verwenden, lieB sich aller- 
dings nicht uneingeschrankt verwirklichen. Es war vielmehr zu beriicksichti- 
gen, daD die Katalascwirkung, wie auch schon Nikolajews) gefunden hatte, 
weitgehend von der Konzentrtttion des Komplexbildners abhangt. So konnten 
wir uns davon uberzeugen, daB z. B. Kupfer(l1)-Ionen bei einem sechsfachen 
UberschuB ttn Arginin Wrtsserstoffperoxyd bei pH 8 nur noch mit grol3er Ver- 
ziigerung zersetzen. 

Die Messungen wurden schlieBlich in der Weise ausgefiihrt, daB zuniichst 
eine abgemessene Metallsvlfat-Aminosaurelosung hergestellt wurde, die durch 
verd. Natronlauge bzw. Schwefelsaure auf das gewiinschte p ,  gebracht wordeii 
war und in der auf 1 Mol. Metal1 2 Moll. Aminosiiure kamen. Nach dem Tempe- 
raturausgleich im Thermostaten wurden diesem Gemisch unter gutem, wah- 
rend der vollen MeBzeit fortgesetztem Riihreri 10 ccm einer 1 m Wassentoff- 
peroxydlosuiig zugefiigt und damit die Reaktion gestartet. Der mit der Kata- 
lyse einsetzende pa-Abfall wurde durch entsprechende Zugaben an verd. 
Natronlauge abgefangen. Es machte keine Schwierigkeiten, die Wassentoff- 
ioiienkonzentration der Reaktionslosung innerhalb eines Bereiches von f 0.1 
p,, zu halten. Fiir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war dies vollig aus- 
reichend. 

-____ 

3, L. A. Nikolajew (Moskow State Univ.), Vestnik Moskov. Univ. 1940, Nr. 2, 105, 
C. A. 4'1, 3653b [1948]; Vestnik Moskov. Univ. (Bull. Univ. Moskow) 1947, Nr. 1, 71, 
C. A. 4'1, 1617c [1948]; L. A. Nikola jew u. pu'. J. Kobozew (Moskow Univ.), 
J. Physik. Chem. (U.S.S.R.) 19,323 [1945], C. A. 40,614 [1946]; L. A. Nikola jew,  
Vestnik Moskov. Ur.iv. 3, Nr. 10, 169 [1948], C. A. 44,6689~ [1950]; Zhur. Fiz. Khim. 
25, 1137 [I951 1, C. A. 49, 1416a [1955]; J .  chim. physique Physico-Chim. biol. 51, 752 
[1954]; C. A. 49,7350b [1955]. 
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Die MeBzeiten konnten auf 1 Stde. beschriinkt bleiben, da sich alles wesentli- 
che in diesem Zeitraum abspielte. Die Aktivitat des Katalysators wurde durch 
den prozentualen Umsatz an Wasserstoffperoxyd ausgedriickt, der im gegen- 
wartigen Fall zufallig mit der Molzahl des durch 1 Mol Katalysator zersetzten 
Substrats ubereinstimmte, da die Lijsung pro Messung l x  10"' Mol Metall und 
1 x Mol Waaserstoffperoxyd enthielt. 

Wie aus den Abbildungen 1 und 2 ersichtlich ist,, wirdKupfer (11) durch Histi- 
din deutlich, durch Arginin sehr stark aktiviert. Dazu im Gegensatz steht 

Abbild. 
und Cu 
H,O,. 

30 40 50 i 
MinI - 

1. Aktivitliten von Cu, Cu + Arginin Abbild. 2. Aktivitiiten von Co, Co +Arginin 
+Histidin bei der Zeraetzung von und Co+Histidin bei der Zersetzung von 
A-A-b CU; x-x--X CU + hghlh; H,O,. A-A-A a; X - I - X  Co + Arginin; 

0-0-0 Co + Hitidin 0 - - 0 - 0  Cu + Histidm 

ihre Wirkung auf Kobalt, daa in beidenFallen stark gehemmt wird. Wiihrend die 
Komplexbildung zwischenKupfer und Histidin im giinstigsten Fall nach 16 Min. 
zu einer 15 ma1 starkeren Wasserstoffperoxydzersetzung fiihrt als im Blindver- 
such, hat der Einbau des Kupferions in den Argininkomplex bei hoherem p ,  
eine stiirmische Sauerstoffentwicklung zur Folge. Diese iit sogar erheblich inten- 
siver als mit freien Kobaltionen bei p ,  8. Andererseits ist die Inaktivierung 
der Kobaltionen durch Histidin vollkommen, dagegen durch Arginin nur un- 
vollstiindig. Nicht dargestellt wurden die Verhaltnisse am Eisen, da dieses 
sowohl im Blindversuch als auch in Gegenwart der Aminosauren nur wenig 
wirksam war. Messungen ohne Metall zeigten, dal3 durch die Aminosauren 
allein kein H202 bzw. KMnO., verbraucht wird. 



72 M i x  , T i  t te lbach-  H e l m r i c h ,  L a n  yenbeck  
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~~ 

Eisen(II1) I Kobalt(II)-- I Kupfer(I1) 
~ 

Aminosiiure 

I 5  1 3 0 1 6 0  

11.51 4 1 7  
I . I I - I -  

............ 
-~ 

6 Histidin 

Arginin ............ 
~ 

1 i Histidin ............ 
-__- 

Arginin . . . . . . . . . . . .  0.5 1 1.5 
~ - 

1.6 

8 Histidin ............ 1 
3 I 4 

2 1 3 

- ~ -  

--- 
.... . . . . . . . .  Arginin 1 1 2 1 3  

*) Nach 20 Min. 

Zeit in Minuten 

0.5 I 1.5 I 2 

6 126 140 

5 30 60 
- 

2 

12 

10 
- 

2 

30 

60 

3 

42 

- 
- 

- 

100 

1 

75 95 

8 12 

63 76 

~ 

~~ 

-_ - 
100') 
__- 

13 20 

77 86 
- -- 

__- 

Ein moglicher Zusammenhang zwischen der katalytischen Aktivitat und 
den Stabilitats- und Gleichgewichtskonstanten der Komplexe bei den verschie- 
densten Wasserstoffionenkonzentrationen konnte noch nicht exakt festge- 
stellt werden, da die entsprechenden Werte nicht oder nur liickenhaft be- 
kannt sind. Diese zu finden, wird ebenso einer spateren Arbeit vorbehalten 
bleiben, wie die Konstitutionsaufklarung der gebildeten Komplexe. Uber die 
letzte Frage liegcn zum Teil schon Untersuchungen anderer Autoren vor51 6* '). 

Besehreibnng der Versuehe 

Das Gemisch von 1 x 10-4 Mol Metallsulfat und 2 x lo-' Mol Aminosiiure in etwa 95 ccm 
kohleneiiurefreiem \ V m r  wurde in einem Becherglaa unter Riihren durch nllo &OH oder 
nho H,SO, mit Hilfc eines %MeBgeriites (Glaaelektrode) gonau aufdie gewiinschte W-r- 
stoffionenkonzentration eingestellt. Blieb daepgetwa 10Min. konstant, wurde auf 100 ccm 
aufgefiillt und die Komplexsalzlosung 30 Min. im Thermostaten belaasen. MeOtemperatur 
war stets 20". Nach dem Temperaturausgleich d e n  unter gutem Riihren 10ocm 
lmH,O, einpipettiert und damit die Reaktion in Gang gesetzt. Zugleich titrierte man 
einen aliquoten Ted (5 ccm) der bktionelosung, den men in 20 ccm 10-proz. Schwefel- 
siiure eidieI3en lies, mit nh,KMnO, und bestimmte damit die Waeeerstoffperoxyd- 
konzentration zur Zeit 0. Die Lijsung wurde iiber die gesamte MeBzeit geriihrt und ihr 

durch ein MeBgeriit stiindig kontrolliert. J e  nach Bedarf lie0 man dabei aus Mikro- 
biirett.cn verd. Satronlauge oder Schwefelsiiure zutropfen. Die dadurch erfolgende Ver- 
diinnung wurde in Rechnpng gesetzt. In  regelmaBigen Abstiinden iiberzeugte man sich 
durch Titration von dem Verlauf-der Katalyse. Jede Versuchsreihe wurde 4- bis 6mal 
wiederholt. Die Erfahrung zeigte, d a B  es moglich war, die MeDreihen innerhalb eines 
Bereiches von f5% zu reproduzieren. Die Tafel gibt die Mittelwerte. 

') Bei der Einschiitzung der Aktivitiitan ist zu bedenken, daI3 Eisen(I1) schon vor 
dem Neutralpunkt schnell oxydiert wird und ale Hydroxyd ausfallt; ebenso scheidet 
sich auch Kupfer(I1) bei seiner Neutralieierung alsbald els Hydroxyd eb. 

5, N. C. Li u. E. Doody,  J. Amer. chom. SOC. 74,4184 [1952]; 76,221 [1954]. 
6, I,. E. Maley u. D. P. Mellor, Austral. J. sci. Rss., Ser. A 2, 679 [1949], C. A . 4 ,  

') A. T a u r i n s ,  Canad. J. Res., Sect. B 28,762 [1950]; C. 1962,3960. 3279 [1951]. 




