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Table. Asymmetvic hydrogenation of benzoylformic acid and a-acetamidoacyylic acid

Product Carrier Amount of Yield [a] Con- Optical
of catalyst catalyst [%1 figura- purity®

[mg] tion [%]

Mandelic acid 1-Alanine modified 100 93 —0.04° (¢ = 5.56, H,0) D 0.03
IRC-50 50 92 —0.05° (¢ =4.76, H,0) D 0.03
L-Phenyl- 100 90 —0.12° (¢ = 5.52, H,0) D 0.08
alanine modified 50 95 —0.13° (¢ =4.79, H,0) D 0.08
IRC-50

Alanine L-Alanine modified 100 100 —0.27° (¢ =0.84, 1 N NaOH)2 Da 0.192
IRC-50
L-Phenyl- 100 100 —0.16° (¢ =0.83, 1 N NaOH)2 pa 0.112
alanine modified
IRC-50

2 DNP-alanine. — P (4)-mandelic acid: [a]p= + 156.2°, H,O. — DNP-alanine: [a]p= 4 143.9°, 1 N NaOH

acid. Optical rotatory dispersion curves of each product were
examined in order to determine that the optical rotations
were due to the optically active alanine or mandelic acid.

This study was supported by Grant no. NGR 10-007-052 from
the National Aeronautics and Space Administration, U. S. A.
Sterically controlled synthesis of optically active organic
compounds, part XI. Contribution no. 151 of the Institute of
Molecular Evolution, University of Miami.
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Hemin Dialkylphosphate Compounds
C. S. RusseLL and T. M. SIEGEL

Department of Chemistry,
The City College of The City University of New York

Iron(III) forms complexes with orthophosphate which can be
extracted into chloroform solution with amines [1]. Iron(III)
forms chloroform-soluble complexes with dialkylphosphoric
acids [2]. However, to the best of our knowledge, ferri-
dialkylphosphate compounds in which iron is also bound to
tetradentate porphyrin have not been described.

We wish to report evidence for the formation of ferripor-
phyrin di-(2-ethylhexyl)-phosphate (hemin DEHP); ferripor-
phyrin dioctadecylphosphate (hemin DODP) and ferripor-
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Fig. 1. Chloroprotohemin dimethyl ester, 2.4x10~%M in

CHCl; (~). Protohemin dimethyl ester di-(2-ethylhexyl)-
phosphate, 2.4 x 10~* M in CHCI, (...)

phyrin adenosine monophosphate (hemin AMP) in solution.
We have also prepared a solid derivative of protohemin and
DEHP.

Solid protohemin di-(2-ethylhexyl)-phosphate was prepared
by dissolving chiorohemin in 1 N NaOH and precipitating
with DEHP. The mixture was extracted with chloroform,
filtered and the solvent removed and replaced with hexane
from which a black solid precipitated. Calc. for CyH,O,Fe
[(CgH;0),P0,7,-2 HyO: C 61.2; H 8.0; N 4.3; P 4.8; Fe 4.3.
Found: C 60.9; H 7.9; N 4.2; P 4.9; Fe 4.2. Maxima in chloro-
form: 380 sh, 403, 506, 537, 632 nm.

Hemin dialkylphosphate formation was studied by observing
changes in spectra in the region 360—660 nm, when chloro-
hemins were dissolved in a chloroform solution of the tetra-
ethylammonium salt of DEHP, DODP or AMP. The spectra
of chloroprotohemin dimethyl ester and protohemin dimethyl
ester DEHP, are presented in Fig. 1. The spectra of the phos-
phate derivatives are typical in their general characteristics [3]
of high-spin pentacoordinate iron in hemin. They differ from
the spectrum of the corresponding chlorohemin, in that they
show a split Soret band in which the more intense peak is at
higher wavelength. The maxima between 450 and 660 nm are
all shifted to lower wavelengths. The red shift in the Soret
band caused by replacing Cl with DEHP as ligand, may be
due to the large size of the latter and be an example of the
““stereoelectronic”’ effect of ligand size on metalloporphyrin
spectra which Corwin and coworkers [4] have postulated.

The infrared spectrum of the solid derivative, which contains
two dialkylphosphate groups, indicates that the phosphoryl
groups are different and possibly only one ligand is bound to
iron and the second is hydrogen bonded to the first. H-bonded
P=0O with ¢ at 1,225 cm~! is observed as well as bands at
1,120 and 1,170 cm~! assigned to dsym POO and Hasym POO,
respectively [2, 5, 6].

We are grateful for a grant from The City University of New
York for partial support of this work.
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3,3',4'-Trichlor-4-(3,4-dichloranilino)-azobenzol,
ein Abbauprodukt des Herbizides Propanil
im Boden

H. A. B. LINKE*

Department of Biochemistry and Microbiology,
Rutgers University, New Brunswick, USA

Bodenmikroorganismen bauen das Herbizid Propanii (3,4-Di-
chlorpropionanilid) (1) zu 3,4-Dichloranilin (2) ab (Reaktion I)
[1]. (2) wird im Boden nach einer noch unklaren Reaktion 1T
zu 3,3’,4,4’-Tetrachlor-azobenzol (3) dimerisiert [2]. Offenbarist
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dafiir freie Peroxidase im Boden [3] verantwortlich, denn es
war auch in vitro moglich, (3) enzymatisch mit Peroxidase zu
synthetisieren [4]. Eine quantitative Analyse der Abbaupro-
dukte von (1) im Boden [5] mit ringmarkiertem C-Propanil
fithrte zusdtzlich zur Isolierung einer intensiv gelben Sub-
stanz (Fp. 147—149 °C, Maxima im Massenspektrum bei
145/147, 173/175, 270{272 und 443/445). Eine Elementar-
analyse ergab C 53,66 H 4,26 Cl 33,80 N 7,59. Die Struktur
konnte durch Synthese [6] und IR-Spektroskopie sicher-
gestellt werden; es handelt sich um ein 3,3,4’-Trichlor-4-
(3,4-dichloranilino)-azobenzol (4). Das asymmetrische Azo-
benzol (4) konnte auch in wvifro enzymatisch aus (2) mit
Peroxidase unter den bereits beschriebenen Bedingungen [4]
synthetisiert werden. Dadurch wird es verstindlich, daB far
die Reaktion III, ahnlich wie bei der Reaktion II, eine Mit-
beteiligung von freier Peroxidase im Boden angenommen
werden kann.

Da einerseits (1) im Welt-Reisanbau eine groBe konomische
Bedeutung erlangt hat und andererseits bei einigen asym-
metrischen Azobenzolen eine ausgesprochen cancerogene
Wirkung gefunden wurde [7], sollte den Transformationspro-
dukten solcher Pestizide hinsichtlich ihrer toxologischen Wir-
kung ein besonderes Augenmerk geschenkt werden.
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Proteolytische Aktivitit eines Vogelspinnengiftes
D. MEBS
Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit Frankfurt a. M.

Uber Enzyme in Spinnengiften liegen nur wenige Unter-
suchungen vor; so konnte Kaiser [1] im Gift von Cienus
nigriventer und Lycosa vaptoria starke proteolytische Aktivi-
titen nachweisen. Am Gift einer siidamerikanischen Vogel-
spinne, Pamphobeteus voseus {Mello-Leitdo, Orthognatha,
Familie: Dipluridae), das uns freundlicherweise Prof. Biicherl,
Instituto Butantan, Sfo Paulo (Brasilien), zur Verfligung
stellte, haben wir daher die proteolytischen KEigenschaften
untersucht.

Das Rohgift zeigte gegeniiber Casein eine bemerkenswert hohe
Aktivitat (8250 E./mg; Kunitz-Test [2], eine Einheit ist als
die Enzymmenge definiert, die bei 20 min Inkubation, 37 °C,
einen Extinktionsanstieg von 0,001 bei 280 nm bewirkt), die
mit bei Schlangengiften gemessenen Protease-Aktivititen
vergleichbar ist (Bothrops mummifera 8700 E./mg, Crotalus
atrox 7200 E./mg [3]). Durch Gelchromatographie an Sepha-~
dex G-50-, G-75- und Biogel P-60-Sdulen konnte das Rohgift
in drei proteolytisch aktive Fraktionen (A, B und C) auf-
getrennt werden. Thr pH-Optimum liegt bei 8,5, die spezifische
Aktivitit betragt 17500 (A}, 25000 (B) und 15000 E./mg (C}.
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Alle Fraktionen spalten weder N-Benzoyl-L-arginin-dthylester,
p-Toluolsulfonyl-L-arginin-methylester, = N-Acetyl-L-tyrosin-
athylester noch N-Benzoyl-pr-arginin-p-nitroanilid und wer-
den nicht durch Trasylol, Sojabohnen-, Ovomucoid-, dem
Trypsin-spezifischen Inhibitor N-Tosyl-L-lysylchloromethan
und dem Chymotrypsin-spezifischen Inhibitor N-Tosyl-L-
phenylalanyl-chloromethan gehemmt. Eine Ahnlichkeit mit
Trypsin oder Chymotrypsin kann daher ausgeschlossen
werden.

Die Bestimmung des Moleknlargewichtes der Protease-Frak-
tionen gelang durch Diinnschichtchromatographie an Sepha-
dex G-50 (superfine) nach Determann und Michel [4] mit
0,05 M Tris-HCl-Puffer pH 8,04 0,5M NaCl als Elutions-
mittel und Cobrotoxin (Toxin aus Naja naja atra-Gift [5],
Mol.-Gewicht 6950, freundlicherweise von Prof. Yang, Taiwan,
tberlassen), Cytochrom ¢, Myoglobin und g-Chymotrypsino-
gen als Eichsubstanzen. Thre Wanderungsstrecken wurden auf
die des Cytochrom ¢ (==1) bezogen und die erhaltenen Werte
(Reyto) gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes auf-
getragen (Fig. 1). Alle drei Protease-Fraktionen zeigten unter-
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Fig. 1. Molekulargewichtsbestimmung durch Diinnschicht-

chromatographie an Sephadex G-50 (superfine)

einander die gleichen Wanderungsstrecken, ihr Molekular-
gewicht wurde mit 10840 +4- 620 (%= 30) bestimmt. Danach
scheint es sich um ein Enzym zu handeln, das bei der Gel-
filtration zu héhermolekularen Formen assoziierte.

Proteasen mit dhnlich geringem Molekulargewicht wurden
bisher nur bei Invertebraten, ebenfalls bei Arthropoden, nach-
gewiesen, so bei Hornissenlarven (Vespa orientalis; Mol.-Gew.
12500 [6]) und beim FluBkrebs (4stacus leptodactylus; Mol.-
Gew. 11000 [7]). Das Vorkommen starker proteolytischer
Aktivitat in Spinnengiften weist auf ihre Bedeutung fiir eine
extrakorporale Verdauung hin.
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DNS-Synthesezeit und mittlere Generationsdauer
der Mammaepithelien der Ratten in Abhingigkeit
vom Brunstzyklus

Autoradiographische Untersuchung

W. F£aux pE Lacroix, U. LOHRS,

K. J. LennarTz und M. EDER

Pathologisches Institut der Universitit Kéln

Pathologisches Institut der Universitdt Miinchen

Eine Anderung des Zellzyklus des Uterus- und Vaginalepithels
von Maus und Ratte in Abhingigkeit vom Brunstzyklus ist
bekannt [1—3]. Bresciani [4] konnte zeigen, daB sich die
DNS-Synthesezeit des Mammaepithels kastrierter weiblicher



