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Im Verlauf der Untersuchungen, welche in der voranstehenden Mitteilung* mit-
geteilt worden sind, war es notig, Klarheit {iber die Gleichgewichtslage und die Kinetik
der tautomeren Umwandlung der #-Oxyphenylbrenztraubensiure zu gewinnen.

Das Problem wurde bereits vor einigen Jahren von PAINTER UND ZiLval untersucht.
In orientierenden Versuchen konnten wir die Befunde dieser Autoren qualitativ be-
stitigen; quantitativ fanden wir jedoch gewisse Abweichungen. Wir haben deshalb zu
den von den Voruntersuchern verwandten indirekten Methoden der chemischen Enol-
und Ketogruppen-Bestimmung den direkten photometrischen Nachweis der p-Oxy-
phenyl-Enol-Brenztraubensiure hinzugezogen. Im nahen Ultraviolett absorbiert nim-
lich von den beiden Tautomeren praktisch nur die Enolform, sodass $-Oxyphenylbrenz-
traubensiure ein sehr geeignetes Objekt fiir diese vielfach bewdhrte Methodik darstellt.

Die photometrische Bestimmung ist bei geringen Enolkonzentrationen wesentlich
zuverldssiger als die chemischen Bestimmungsmethoden, und es gelingt mit ihrer Hilfe,
den gemessenen Werten fiir Gleichgewichte und Reaktionsgeschwindigkeiten einfache
theoretische Ansitze zuzuordnen. Die tautomere Umwandlung wird durch zweiwertige
Metallionen katalytisch beschleunigt.

METHODIK

Aus wissrigen Losungen kristallisiert p-Oxyphenylbrenztranbensiure, wie PAINTER UND ZILVA!
gezeigt haben, (analog der von BoucauLT UND HEMMERLE? untersuchten Phenylbrenztraubensiure)
in der Enolform. Lést man also ein Priparat von p-Oxyphenylbrenztraubensiure, so enthilt im
ersten Moment der Lésung nur die Enolform, welche in Abhidngigkeit vom pyg und der Temperatur
verschiedenen Gleichgewichtszustinden mit verschiedener Geschwindigkeit zustrebt.

10 mg eines 4mal aus Wasser unter Zusatz von etwas Aktiv-Kohle und 2mal aus Quarz-
destilliertem Wasser ohne Zusatz umkristallisierten Priparats wurden in 8 ml M/16 Natriumpyro-
phosphat-Puffer (28 g Na,P, O,. 10 H,O und 56 ml 2 N HCl pro Liter) innerhalb weniger Minuten
gelost und die Losung durch Zusatz von 2 ml Wasser, welche entsprechende Mengen Natronlauge
oder Salzsiure enthielten, auf das gewiinschte pa gebracht. Durch dieses Verfahren wurde weitgehend
vermieden, dass schon vor dem Versuch eine Umwandlung der Enolsdure, die als freie Siure nur
schwer und langsam 16slich ist, und in alkalischer Lésung rascher Umwandlung unterliegt, stattfand.
Die Losungen wurden wihrend des Versuches konstant auf 25° gehalten.

Bei der Bestimmung der Ketosiure-Werte nach PENROSE UND QUASTELS sind wir so verfahren,
wie es im methodischen Teil der vorangehenden Mitteilung beschrieben ist (wegen der Eichkurve
vergleiche den Anhang dieser Arbeit).

Zur photometrischen Bestimmung der Enolform wurden o.1 ml der Versuchslésung in 4.4 ml
N/s0 HCI einpipettiert und die Extinktion bei 334 mg und d = 1 cm bestimmt. Der molare Ex-

* E. KirRBERGER UND TH. BUCHER, Biockim. Biophys. Acta, 8 (1952) 294.
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tinktions-Koeffizient der p-Oxyphenyl-Enol-Brenztraubensiure bei dieser Wellenlinge betrigt
£ = 3.46-10°% [cm? pro Mol] (dekadische Logarithmen); die Extinktion der Ketosiure ist um mehrere
Grossenordnungen geringer. Zur Bestimmung der Extinktion verwandten wir das Photometer
Eppendorf, ein direkt anzeigendes photoelektrisches Colorimeter, bei dem ausser den sichtbaren
Quecksilberlinien auch einige ultraviolette Hg-Linien als monochromatische Mess-strahlung zur
Verfiigung stehen.
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Fig. 1. Umwandlung der Enol- a b

form von p-Oxyphenylbrenz-
traubensiure (¢ = 1 mg/ml) in
die Ketoform bei pH 6.25 und
25°. Ordinate: 9%, Enolform,

Fig. 2a und 2b. Einstellung des Gleichgewichtes zwischen
Enol- und Ketoform der p-Oxyphenyl-brenztraubensiure
(¢ = 1 mg/ml) bei pH 1 und 25°

Abszisse: Zeit in Minuten. . R . io .
Punkte: photometrisch be- Fig. 2a. Ordinate: Ig [T] ¢ bei 334 mu;
stimmte Enolwerte, Kreuze: . )
Differenz der nach PENROSE ; : to lo : ;
- Fig. 2b. Ordinate: 1g ||, —1g |— 1 th her Mas-
UND QUASTEL bestimmten Keto- '8 rdinate: g [ i ]t g [1 ]oo (logarithmischer as
werte gegen 1009, stab); Abszisse: Zeit in Minuten (linearer Masstab)

REAKTIONSGLEICHGEWICHT

Im Versuch der Fig. 1, bei pH 6, findet weitgehende Umwandlung in die Ketoform
statt. Hohere Anteile der Enolform im Gleichgewicht findet man im sauren Bereich.
Fig. 2 zeigt einen Versuch bei pH 1, bei dem die Einstellung des Gleichgewichtes von
beiden Seiten ausgehend photometrisch verfolgt wurde.

In Fig. 3 (Punkte) sind Messungen des Quotienten von Enol- zu Ketoform im
Gleichgewicht bei verschiedenen pH-Werten eingetragen. Man erkennt, dass der Quotient
im alkalischen und stark sauren Bereich pH-unabhingig ist, wihrend er im Gebiet
zwischen pH 3 und p 1H eine Stufe durchschreitet. Eine Erklirung dieses Verhaltens
findet man unter der Annahme, dass im Enol-Ketogleichgewicht in erster Linie die
undissoziierten Anteile der Sduren wirksam sind (Fig. 3 ausgezogene Kurve).

Wir nennen in der folgenden mathematischen Ableitung den Quotienten der ge-
samten im Versuch befindlichen Enol- und Ketosdure-Konzentrationen (J,, denjenigen
der undissoziierten Anteile Qy und bezeichnen die Konzentration des Enol-Anions mit
[E’], die Konzentration des undissoziierten Enols mit [E], die Konzentrationen der
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analogen Zustinde der Keto-Form mit [K'] bzw. [K], schreiben also

(B} +{ET] 0y — LE]
K} +([KT T YT K]

Substituiert man E’ und K’ mit Hilfe der Dissoziationskonstanten Dy und Dy fiir
beide Siuren

Qa (1a; 1b)

[E][H]
(E]

_ K [H]

De = K]

Dy (za; 2b)

in Beziehung (ra) und bezeichnet die Differenz der beiden Dissoziationskonstanten
als 4D

Dg— Dk = 4D (3)

dann erhélt man aus (1a), (2a), (2b) und (3) folgende Beziehung zwischen Q4 und Qy:
AD

Qa = (I +_P—I_'—}——DK).QU (4)

Man sieht, dass diese Beziehung entsprechend den gemessenen Resultaten fiir (relativ
zu D) sehr grosse und sehr kleine Wasserstoffionen-Konzentrationen pg-unabhingige
Beziehungen zwischen Q, und Qy gibt. Es wird fiir

4D
<< Dei 0= (x +22)- 00 (5

[H' >> Dg; Qa = Q] (6)

Man erkennt weiterhin, dass pH-Abhéngigkeit von Q, nur gegeben ist, wenn die Dis-
soziationskonstante der Enolsiure und der Ketosdure voneinander verschieden sind.
Dies ist in der Tat der Fall: das pH einer ungepufferten, mit einem halben Aquivalent
Lauge versetzten Lésung der Enolsiure sinkt im Verlauf der tautomeren Umwandlung
von pH 3.4 ausgehend um 0.6 pH-Einheiten.

Die Dissoziationskonstante der Ketosdure errechnet sich aus der in der voran-
stehenden Abhandlung mitgeteilten Elektrotitrationskurve (unter Einbeziehung einer
Korrektur fiir die Eigendissoziation der Siure) auf

Dx = 5-10-% [Mol/Liter]

entsprechend Py = 2.3. Die Dissoziationskonstante der Enolsiure ist schwierig zu
messen, weil freie Enolsiure in ungepufferten Losungen nur schwer und langsam Iéslich
ist, ausserdem der tautomeren Umwandlung unterliegt. Aus halb quantitativen Mes-
sungen schitzen wir sie auf

Dg = 5-107* [ Mol/Liter]

entsprechend Px = 3.3, also 4D = 4.5-1073. Setzt man diese Werte in Gleichung (4)
ein und legt einen Wert von Qy = 0.3 zugrunde, dann erhilt man fir die Abhiingigkeit
von Q, vom pg die in Fig. 3 eingezeichnete Kurve, welche angesichts der Fehlerméglich-
keiten in den Schitzungen von 4D und Qy hinreichend mit den gemessenen Werten
iibereinstimmt. Unsere Ergebnisse sprechen also fiir die Richtigkeit der theoretischen
Annahme unter der die Beziehung (4) abgeleitet worden ist, welche sich auch bei der
Literatur S. 406.
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Erorterung anderer und physiologisch wichtigerer Enol-Keto-Gleichgewichte bewihren
mag.

Fiir die in der voranstehenden Abhandlung behandelten Probleme ist zu ersehen,
dass bei den dort in Betracht kom-
menden Wasserstoffionen-Konzen-
trationen der Enolanteil der $-Oxy- 9=(1+22)¢
phenylbrenztraubensiure gleichge- \\ G
wichtsmissig zu vernachlidssigen ist; %2 \
die Einstellung des Gleichgewichts

[
geht, wie im folgenden Abschnitt ,4 \
gezeigt wird, bei physiologischem py \\

so geschwind vonstatten, dass eine
Ausscheidung der Sidure in der Enol- ¢ 1 Z 3 r 5 6 7

. . P
form, wie sie von MEDES® angegeben "

: Tig. 3. Abhingigkeit des Enol-Keto-Gleichgewichtes
wurde, ausgeschlossen erscheint. vom pg. Punkte: Messwerte; ausgezogene Kurve:

Die Verhiltnisse bei der Phenyl-  nach Gleichung (4) berechnete Werte mit Qy = 0.30
brenztraubensiure sind analog. Wir und 4D = 4.5-107® [Mol/Liter].
fanden (Messungen bei 313 mp)
Qu = 0.176. Die Dissoziationskonstanten der Enol- und Ketoformen sind annihernd die
gleichen wie diejenigen der p-Oxyphenylbrenztraubensiure.

A

03 v ]

REAKTIONSKINETIK

Bezeichnet man die Konzentration der Enolform zu Anfang der Reaktion mit [E],,
die Konzentration der Enolform zur Zeit ¢ mit [E];, die Konzentration der Ketoform
im gleichen Zeitpunkt mit [K];, dann ist, wenn die tautomere Umwandlung in beiden
Richtungen monomolekular verluft und die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und
Riickreaktion mit % und %’ bezeichnet werden,

d[E , , ;
— 2 kv, = BB # (R, (B (1
Bezeichnet man weiterhin die Konzentration der Enolform im Endgleichgewicht mit
E,,, dann ist nach der kinetischen Theorie des stationidren Zustandes

¥__[Ba . [E
k [E]o - [E]w ' [E}o

Substituiert man %’ in Gleichung (1) mit Gleichung (2a) und integriert zwischen den
Grenzen ¢ = o und £, dann erhilt man
(E], — [E] oo]
In [ ot = (k4 B) ¢ @
[[E]t —[Elw
das Konzentrations-Zeit-Gesetz einer Reaktion, welche in erster Ordnung dem Gleich-
gewicht zustrebt.

In Fig. 2b sind die Versuche der Fig. za entsprechend der Beziehung (3) im logarith-
mischen Masstab aufgetragen. Man erkennt, dass die Kinetik der tautomeren Umwand-
lung dem oben entwickelten Gesetz gehorcht, denn die Kurven sind beide geradlinig
und haben beide die gleiche Neigung. Die Halbwertszeiten entsprechen fir die Um-

(R 4+ &) (2); (2a)
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wandlung von Enol- in Ketosiure 50 Minuten, bei der Umwandlung von Keto- in
Enolsiure 48 Minuten. Legt man die Werte fiir die Umwandlung von Enol- in Ketosdure,
welche genauer zu messen ist, zugrunde, dann errechnet man bei pg = I:

k4 k= 1.39° 107 (I/yn)
und nach Beziehung (za):

k' = 0.31-7072 (X/min)
kR = 1.I 1072 (1))

In der Umgebung des Neutralpunktes steigt die Geschwindigkeit der Umwandlung,
wie bereits PAINTER UND SILvA! gezeigt haben, mit sinkender Wasserstoffionenkonzen-
tration an. Sie ist bei py 7 dreimal so gross und bei py 8 fiinfzehnmal so gross wie bei
Pu L.

KATALYTISCHE BESCHLEUNIGUNG DER TAUTOMEREN UMWANDLUNG

PAINTER UND SirLval haben entdeckt, dass die tautomere Umwandlung der p-
Oxyphenylbrenztraubensiure in Harn schneller vonstatten geht als in wissrigen
Loésungen. Wir konnten den Effekt bestitigen und haben gefunden, dass das beschleuni-
gende Prinzip anorganischer Natur ist. Modellversuche zeigten, dass die tautomere
Umwandlung durch zweiwertige Metallionen beschleunigt wird. Tabelle I zeigt die
Versuche, bei denen die Siure in M/50 Acetatpuffer aus Quarz-destillierter Essigsdure
gelost wurde.

TABELLE I
KATALYTISCHE BESCHLEUNIGUNG DER TAUTOMEREN UMWANDLUNG DURCH METALLIONEN

p-Oxyphenylbrenztraubensiure 1 mg pro ml in M/50 Acetatpuffer pM 4.6

Zusatz (R + &) 102 Ak + k)-102

ohne Zusatz 0.65 —

Cu - 19/ml 1.32 0.67
Fe': 1 y/ml 1.02 0.47
Pb:: 1 y/ml 0.85 0.18
Zn** 1y/ml 0.95 0.30
Mg 10 y/ml 0.87 0.22

ANHANG

Methodische Bemerkung zur Bestimmung der p-Oxyphenylbrenzivaubensiure

Die teilweise Umwandlung der Ketoform der p-Oxyphenylbrenztraubensiure zur Enolform
beim Ansiuern einer neutralen Losung von p-Oxyphenylbrenztraubensiure durch Einstellung des
Gleichgewichtes gibt eine Moglichkeit zur spezifischen photometrischen Bestimmung dieser Substanz.
Wir konnten auf diese Weise den schon frither mitgeteilten Befund? bestitigen, dass p-Oxyphenyl-
brenztraubensiure in schwach alkalischer Losung zerstért wird. Eine Losung von p-Oxyphenyl-
brenztraubensiure, die 24 Stunden bei pm 8 gestanden hatte, gab beim Ansiuern auf pm 0.8 nur
589, der Extinktionszunahme, welche theoretisch zu erwarten gewesen wire. Das Ergebnis ist
wichtig fiir die Bereitung von Standardldsungen der p-Oxyphenylbrenztraubensiure fiir die kolori-
metrische Bestimmung nach PENROSE UND QuasTeL. Wir empfehlen nach den Erfahrungen der
vorstehenden Arbeit, die Substanz in M/20 Standard-Acetatpuffer zu lésen und diese Losung vor
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dem Gebrauch 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen zu lassen; sie enthilt dann 969, der Siure
in der Ketoform und ist im Eisschrank eine Woche haltbar. Eine mit dieser Lésung angelegte Eich-

kurve ist in unserem Photometer geradlinig, die Steigung betrigt o.60 [4dlg (L.O) pro 1 mg Substanz]
i

bei 546 my und d = o.5 cm.

ZUSAMMENFASSUNG

Gleichgewicht und Kinetik der tautomeren Umwandlung von p-Oxyphenylbrenztraubensiure
werden gemessen und die Messwerte einfachen theoretischen Ansidtzen zugeordnet. Es wird gezeigt,
dass die Reaktion durch zweiwertige Metallionen beschleunigt wird. Die Verhaltnisse bei der Phenyl-
brenztraubensiure sind analog.

SUMMARY

The situation of the equilibrium and the kinetics of the tautomeric transformation of p-oxy-
phenylpyruvic acid have been measured. The values obtained from measurements were found to
comply with simple theoretical considerations. The reaction was shown to be accelerated by bivalent
metal ions. Analogous conditions have been found to exist for phenylpyruvic acid.

RESUME

Nous avons étudiél’équilibre etla cinétique de la transformation tautomére de ’acide p-hydroxy-
phénylpyruvique. Nous avons trouvé que les valeurs mesurées correspondaient 4 des relations
théoriques simples. La réaction est accélérée par des ions métalliques bivalents. Pour I'acide phényl-
pyruvique nous avons constaté des conditions analogues.
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