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~3BER DIE ENOL-KETO-TAUTOMERIE 

DER p-OXYPHENYLBRENZTRAUBENS)~URE 

v o n  

T H E O D O R  B t 3 C H E R  OND E R N S T  K I R B E R G E R  

Pkysiologisch-Chemisches Institut der Universit~t 
Hamburg (Deutschland) 

Im Verlauf der Untersuchungen, welche in der voranstehenden Mitteilung* mit- 
geteilt worden sind, war es n6tig, Klarheit fiber die Gleichgewichtslage und die Kinetik 
der tautomeren Umwandlung der p-Oxyphenylbrenztraubens~ure zu gewinnen. 

Das Problem wurde bereits vor einigen Jahren von PAINTER UND ZILVA 1 untersucht. 
In orientierenden Versuchen konnten wir die Befunde dieser Autoren qualitativ be- 
st~ttigen; quantitativ fanden wir jedoch gewisse Abweichungen. Wit 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-Brenztraubens~ure hinzugezogen. Im nahen Ultraviolett absorbiert nAm- 
lich yon den beiden Tautomeren praktisch nur die Enolform, sodass p-Oxyphenylbrenz- 
traubens~ure ein sehr geeignetes Objekt ffir diese vielfach bewlthrte Methodik darstellt. 

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

METHODIK 

Aus  wAssrigen L 6 s u n g e n  kr i s ta l l i s ie r t  p -Oxypheny lb renz t r aubens i tu re ,  wie PAINTER UND ZILVA 1 
gezeigt  haben ,  (analog der  yon  BOUGAtTLT UND HEMMERL~ ~ u n t e r s u c h t e n  Pheny lb renz t raubensAure )  
in  der  Eno l fo rm.  LSs t  m a n  also e in  PrApara t  yon  p -Oxypheny lb renz t r aubensAure ,  so en th i i l t  i m  
ers ten  M o m e n t  der  L 6 s u n g  n u r  die Enol form,  welche in Abhi~ngigkeit  v o m  PH u n d  der  T e m p e r a t u r  
ve r sch iedenen  Gle ichgewichtszus t l tnden  m i t  versch iedener  Geschwindigke i t  zus t reb t .  

io  m g  e ines  4mal  au s  W a s s e r  u n t e r  Zusa tz  yon  e twas  A k t i v - K o h l e  u n d  2mal  a u s  Quarz-  
des t i l l i e r t em W a s s e r  ohne  Zusa tz  umkris t ,a l l i s ier ten Pr i tpara t s  wurden  in  8 m l  M/I6 N a t r i u m p y r o -  
phospha t -Pu f f e r  (28 g Na4P 20~. io  H~O u n d  56 ml  2 N HC1 pro Liter)  i nne rha lb  weniger  M i n u t e n  
gel6st  u n d  die  LSsung  du rch  Zusa tz  yon  2 ml  Wasser ,  welche en t sp r echende  Mengen  N a t r o n l a u g e  
oder SalzsAure en th ie l t en ,  au f  das  gewt inschte  pH gebracht .  D u r c h  dieses Ver fahren  wurde  we i tgehend  
ve rmieden ,  dass  schon vor  d e m  Versuch  eine U m w a n d l u n g  der  EnolsAure, d ie  als  freie Si~ure n u t  
schwer  u n d  l a n g s a m  16slich ist,  u n d  in a lka l i scher  L 6 s u n g  rascher  U m w a n d l u n g  unter l ieg t ,  s t a t t f a n d .  
Die L 6 s u n g e n  w u r d e n  wAhrend des  Versuches  k o n s t a n t  au f  25 ° gehal ten .  

Bei der  B e s t i m m u n g  der  KetosAure-Wer te  n a c h  P~I~ROSE UND QUASTEL 5 s ind  wir  so ver fahren ,  
wie es i m  m e t h o d i s c h e n  Tei l  der  v o r a n g e h e n d e n  Mi t t e i lung  beschr ieben  i s t  (wegen der  E i c h k u r v e  
vergle iche  den  A n h a n g  dieser  Arbeit) .  

Zur  p h o t o m e t r i s c h e n  B e s t i m m u n g  der  E no l fo rm  wurden  o. i  ml  der  Versuchs lOsung in  4.4 ml  
N/5o HC1 e inp ipe t t i e r t  u n d  die E x t i n k t i o n  bei 334 m/z u n d  d = I c m  b e s t i m m t .  Der  molare  Ex -  

* E. KIRBERGER UND TH. BOCHER, Biochim. Biophys. Acta, 8 (1952) 294. 
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t i nk t ions -Koef fz ien t  der  p-Oxyphenyl -Enol -Brenzt raubens~ure  bei  dieser  Wellenl~nge betr~gt  
e = 3.46. IOs [cm a pro Moll (dekadische Logari thmen) ; die Ex t ink t ion  der  KetosXure ist  um mehrere  
Gr6ssenordnungen geringer. Zur Bes t immung  der  Ex t ink t ion  ve rwand ten  wir  das Pho tomete r  
Eppendorf ,  ein d i rekt  anzeigendes photoelektr isches  Colorimeter, bei  dem ausser den s ichtbaren 
Quecksilberlinien auch einige ul t raviole t te  Hg-Linien als monochromat ische  Mess-strahlung zur 
Verfiigung stehen.  
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Fig.  z. Umwand lung  der Enol-  
form yon p-Oxyphenylbrenz-  
t raubens~ure  (c ~ I mg/ml) in 
die Ke toform bei p H  6.25 und 
25 ° . Ordinate:  % EnoHorm, 
Abszisse: Zeit in Minuten.  
Punk te  : pho tomet r i sch  be- 
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Fig. 2a und  2b. Einstel lung des Gleichgewichtes zwischen 
Enol-  und  I~etoform der p-Oxyphenyl-brenztraubensXure  

(c = I mg/ml) b e i p H  I und 25 ° 

[ i°]  bei 334 m/*; Fig. 2 a. Ordinate  : lg I t 

Fig. 2 b. Ordinate  : lg [ ~ ]  t - -  lg [ ~ ]  oo ( logari thmischer Mas- 

stab) ; Abszisse : Zeit in Minuten (linearer Masstab) 

REAKTIONSGLEICHGEWICHT 

Im Versuch der Fig. I, bei pH 6, findet weitgehende Umwandlung in die Ketoform 
statt. H6here Anteile der Enolform im Gleichgewicht findet man im sauren Bereich. 
Fig. 2 zeigt einen Versuch bei pH I, bei dem die Einstellung des Gleichgewichtes yon 
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 a'lkalischen und stark sauren Bereich pH-unabhXngig ist, w~hrend er im Gebiet 
zwischen pH 3 und p IH eine Stufe durchschreitet. Eine Erkl~rung dieses Verhaltens 
fmdet man unter der Annahme, dass im Enol-Ketogleichgewicht in erster Linie die 
undis~oziierten Anteile der S~iuren wirksam sind (Fig. 3 ausgezogene Kurve). 

Wir nennen in der folgenden mathematischen Ableitung den Quotienten der ge- 
samten im Versuch befindlichen Enol- und Ketos~ure-Konzentrationen QA, denjenigen 
der undissoziierten Anteile QtJ und bezeichnen die Konzentration des Enol-Anions mit 
[E'I, die Konzentration des undissoziierten Enols mit [E], die Konzentrationen der 
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analogen Zust~nde der Keto-Form mit [K'] bzw. [K], schreiben also 

[E] + [E'] [E] 
QA -- ; Qu - ( ia;  Ib) [K] + [K'] [K] 

Substituiert man E' und K'  mit Hilfe der Dissoziationskonstanten DE und D K fiir 
beide S~turen 

[E'] [H'] [K'] [H]  
D E - - - -  ; DK--  (2a;2b) [E] [K] 

in Beziehung (ma) und bezeichnet die Differenz der beiden Dissoziationskonstanten 
als A D 

DE---  DK : A D  (3) 

dann erh~lt man aus (I a), (2a), (2b) und (3) folgende Beziehung zwischen Q^ und Qu: 

A D  

Q A : (  I + H. T]9I<) " Qu (4) 

Man sieht, dass diese Beziehung entsprechend den gemessenen Resultaten ftir (relativ 
zu DK) sehr grosse und sehr kleine Wasserstoffionen-Konzentrationen pH-unabh~tngige 
Beziehungen zwischen QA und Qu gibt. Es wird fiir 

[H'] < <  DK; QA = I + "Qu (5) 

[H" > > D K ;  QA = Qu] (6) 

Man erkennt weiterhin, dass pH-Abh~ingigkeit y o n  QA nur gegeben ist, wenn die Dis- 
soziationskonstante der Enols~ure und der Ketos~Lure voneinandei verschieden sind. 
Dies ist in der Tat der Fall: das pH einer ungepufferten, mit einem halben )i, quivalent 
Lauge versetzten L6sung der Enolsiture sinkt im Verlauf der tautomeren Umwandlung 
yon pH 3.4 ausgehend um 0.6 pH-Einheiten. 

Die Dissoziationskonstante der Ketositure errechnet sich aus der in der voran- 
stehenden Abhandlung mitgeteilten Elektrotitrationskurve (unter Einbeziehung einer 
Korrektur fiir die Eigendissoziation der S~iure) auf 

DK = 5"IO-3 [Mol/Liter] 

entsprechend P~ = 2.3. Die Dissoziationskonstante der Enolsliure ist schwierig zu 
messen, weil freie Enols~ure in ungepufferten L6sungen nur schwer und langsam 16slich 
ist, ausserdem der tautomeren Umwandlung unterliegt. Aus halb quantitativen Mes- 
sungen sch~itzen wir sie auf 

DE : 5"10-4 [Mol/Liter] 

entsprechend PK = 3.3, also A D  = 4.5" lO-3. Setzt man diese Werte in Gleiehung (4) 
ein und legt einen Wert von Qu = 0.3 zugrunde, dann erh~It man fiir die Abh~tngigkeit 
von QA vom p~ die in Fig. 3 eingezeichnete Kurve, welche angesichts der Fehlerm6glich- 
keiten in den Sch~ttzungen von A D  und Qu hinreichend mit den gemessenen Werten 
iibereinstimmt. Unsere Ergebnisse sprechen also ffir 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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brenztraubens~ure sind analog. Wir 
fanden (Messungen bei 313 m~) 

Er6rterung anderer und physiologisch wichtigerer Enol-Keto-Gleichgewichte bew/ihren 
mag. 

Ffir die in der voranstehenden Abhandlung behandelten Probleme ist zu ersehen, 
dass bei den dort in Betracht kom- men e Wa  e  to onen o  en0   I' I : I  
t r a t i o n e n  der Enolanteil der p-Oxy- , ---- - T . . . . .  
phenylbrenztraubens~iure gleichge- ° A ' ( t + ' z ~ °  )OU 

wichtsm~tssig zu vernachl~issigen ist ; o,2 . , t i 

die Einstellung des Gleichgewichts 
geht, wie im folgenden Abschnitt o.* . . . . . . . .  
gezeigt wird, bei physiologischem pit _I ~ ' - ~ "  " @ ~  
so geschwind vonstatten, dass eine .............. " 
Ausscheidung der S~iure in der Enol- o ~ z 3 ~ 5 6 7 
form, wie sie von MEDES ~ angegeben PM 
wurde, ausgeschlossen erscheint. Fig. 3. Abhiingigkeit  des Enol-Keto-Gleichgewichtes  

vom PH. Punk te :  Messwerte;  ausgezogene Kurve:  
Die Verhiiltnisse bei der Phenyl- nach Gleichung (4) berechnete  Wer te  mi t  ~u  : 0.30 

und .:lD ~ 4.5" T°-~ [Mol/Liter]. 

Qu = o.176. Die Dissoziationskonstanten der Enol- und Ketoformen sind ann~ihernd die 
gleichen wie diejenigen der p-Oxyphenylbrenztraubensiiure. 

REAKTIONSKINETIK 

Bezeichnet man die Konzentration der Enolform zu Anfang der Reaktion mit [Elo , 
die Konzentration der Enolform zur Zeit t mit [E]t, die Konzentration der Ketoform 
im gleichen Zeitpunkt mit [K]t , dann ist, wenn die tautomere Umwandlung in beiden 
Richtungen monomolekular verlXuft und die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und 
Rtickreaktion mit k und k' bezeichnet werden, 

d [E] 
- k [ E ] ~ -  /~' [ K ] ,  = k [E] ,  .... k' ( [ E ] o - -  [E] , )  ( i )  

dt 

Bezeichnet man weiterhin die Konzentration der Enolform im Endgleichgewicht mit 
Eoo, dann ist nach der kinetischen Theorie des stationiiren Zustandes 

k' [E] = [E] oo 
- -  " k '  - -  (k + k')  (2 ) ;  ( 2 a )  

k [E]o--[E]oo EE]o 

Substituiert man k' in Gleichung (I) mit Gleichung (2a) und integriert zwischen den 
Grenzen t = o und t, dann erh~lt man 

in [EE]o-- [E]~ l = (k + k ' ) t  (3) 
L[E]t [E]od 

das Konzentrations-Zeit-Gesetz einer Reaktion, welche in erster 0rdnung dem Gieich- 
gewicht zustrebt. 

In Fig. 2b sind die Versuche der Fig. 2a entsprechend der Beziehung (3) im 10garith- 
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 fiir die Um- 

Literatur S. 406. 



VOL. 8 (1952) ENOL-KETO-TAUTOMERIE DER p-OXYPHENYLBRENZTRAUBENSAURE 405 

wandlung von Enol- in Ketos~ture 50 Minuten, bei der Umwandlung von Keto- in 
Enols~ure 48 Minuten. Legt man die Werte ffir die Umwandlung von Enol- in Ketos~ture, 
welche genauer zu messen ist, zugrunde, dann errechnet man bei Pa ----- I :  

k + k' = 1.39" IO-* (I/~ia) 

und nach Beziehung (2 a): 

k' = o . 3 I - I O  -~  ( 1 / ~ n )  
k = I . I  " I 0  - 2  (I/M_in) 

In der Umgebung des Neutralpunktes steigt die Geschwindigkeit der Umwandlung, 
wie bereits PAINTER OND SILVA 1 gezeigt haben, mit sinkender Wasserstoffionenkonzen- 
tration an. Sie ist bei Pa 7 dreimal so gross und bei p~I 8 ftinfzehnmal so gross wie bei 
PH I.  

KATALYTIS('HE BESCHLEUNIGUNG DER TAUTOMEREN UMWANDLUNG 

PAINTER UND SILVA 1 haben entdeckt, dass die tautomere Umwandlung der p- 
Oxyphenylbrenztraubens~ture in Harn schneller vonstatten geht als in wiissrigen 
L6sungen. Wir konnten den Effekt best~Ltigen und haben gefunden, dass das beschleuni- 
gende Prinzip anorganischer Natur ist. Modellversuche zeigten, dass die tautomere 
Umwandlung dutch zweiwertige Metallionen beschleunigt wird. Tabelle I zeigt die 
Versuche, bei denen die S~ture in M/5o Acetatpuffer aus Quarz-destillierter Essigs~iure 
gel6st wurde. 

TABELLE I 

KATALYTISCHE BESCHLEUNIGUNG DER TAUTOMEREN UMWANDLUNG DURCH METALLIONEN 

p-OxyphenylbrenztraubensAure I mg pro ml in M/5o Acetatpuffer pM 4.6 

Z u s a t z  (k + k ' ) "  10 2 zJ (k + kt) • IO 2 

3hne Zusatz 
Cu'" i 7/ml 
Fe '"  I 7/ml 
Pb '"  i 7/ml 
Zn'"  I ~/ml 
Mg'" Io 7/ml 

0.65 
1.32 
I . O 2  

0.85 
0.95 
0.87 

o.67 
o.47 
o.18 
o.3o 
0.22 

ANHANG 

Methodische Bemerkung zur Bestimmung der p-Oxyphenylbrenztraubensi~ure 

Die teilweise Umwandlung der Ketoform der p-OxyphenylbrenztraubensAure zur Enolform 
beim AnsAuern einer neutralen L6sung yon p-OxyphenylbrenztraubensAure dutch Einstellung des 
Gleichgewichtes gibt eine MSglichkeit zur spezifischen photometrischen Bestimmung dieser Substanz. 
Wir konnten auf diese Weise den schon friiher mitgeteilten Befund 4 bestlitigen, dass p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiiure in schwach alkalischer L6sung zerst6rt wird. Eine L6sung yon p-Oxyphenyl- 
brenztraubensAure, die 24 Stunden bei pM 8 gestanden hatte, gab beim AnsAuern auf p i  o.8 nut 
58~/o der Extinktionszunahme, welche theoretisch zu erwarten gewesen ware. Das Ergebnis ist 
wichtig fiir die Bereitung yon Standardl6sungen der p-Oxyphenylbrenztraubensiiure fiir die kolori- 
metrische Bestimmung nach I~NROSE UND QUASTEL. Wit  empfehlen nach den Erfahrungen der 
vorstehenden Arbeit, die Substanz in M/2o Standard-Acetatpuffer zu 16sen und diese L6sung vor 
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d e m  Gebrauch  12 S t u n d e n  bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  s t ehen  zu lassen;  sie enth/ i l t  d a n n  9 6 %  der S/iure 
in der  Ke to fo rm  u n d  is t  im  E i s s ch rank  eine W oche  ha l tbar .  E ine  m i t  dieser L 6 s u n g  angelegte  Eich-  

ku rve  i s t  in u n s e r e m  P h o t o m e t e r  geradlinig,  die S te igung be t rhg t  o.6o [z]lg (r/o) pro I mg Substanz]  

bei 546 m #  u n d  d = o. 5 cm. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Gle ichgewicht  u n d  K i ne t i k  der t a u t o m e r e n  U m w a n d l u n g  yon  p -Oxypheny lb renz t r aubensAure  
werden  gemessen  u n d  die Messwerte  e infachen  theore t i schen  AnsS, t zen  zugeordnet .  Es  wird gezeigt,  
dass  die Reak t i on  durcb  zweiwertige Meta l l ionen besch leun ig t  wird. Die VerhAltnisse bei der  Pheny l -  
brenztraubens~ture  s ind  analog.  

S U M M A R Y  

The  s i t ua t i on  of the  equ i l ib r ium and  t he  k ine t ics  of the  t au tomer i c  t r a n s f o r m a t i o n  of p -oxy-  
p h e n y l p y r u v i c  acid have  been measured .  The  va lues  ob ta ined  f rom m e a s u r e m e n t s  were found  to 
comply  wi th  s imple  theore t ica l  cons idera t ions .  The  reac t ion  was shown  to  be accelera ted by  b iva len t  
me ta l  ions. Ana logous  cond i t ions  have  been found  to ex is t  for p h e n y l p y r u v i c  acid. 

RI~SUM]~ 

Nous  avons  6tudi6 l '6qui l ibre  e t  la  c in6t ique de la t r a n s f o r m a t i o n  t au tom~re  de l 'acide p - h y d r o x y -  
ph6ny lpy ruv ique .  Nous  avons  t rouv6  que  les va leur s  mesurdes  co r responda ien t  ~ des re la t ions  
th6or iques  s imples .  La  r6act ion es t  acc616r6e pa r  des ions m6ta l l iques  b iva lents .  Pour  l 'acide ph6nyl -  
p y r u v i q u e  nous  avons  cons ta t6  des condi t ions  analogues .  
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