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Die ultravioletten Absorptionsspektren von o-Aminophenol
in wéBriger Losung bei verschiedenen pH-Werten lassen die
Anwesenheit zweier Umwandlungsgleichgewichte erkennen,
die zwischen dem positiv, dem negativ geladenen Ion und der
undissoziierten Form' bestehen. Die quantitative Auswertung
der gemessenen Spektren fiithrt zur Aufstellung der basischen
und der sauren Dissoziationskurve der Substanz und zur Er-
mittlung  der Werte fir die entsprechenden Dissoziations-
konstanten. :

Weder der Verlauf der Absorptionskurven, noch die Lage
der Dissoziationskurven geben einen Anhaltspunkt fiir die
Anwesenheit einer intramolekularen H-Briicke zwischen der
NH,- und der OH-Gruppe in wiaBrigem Medium.

Einleitung.

Die optische Bestimmung von Dissoziationskonstanten absorbierender
Stoffe ist heute ein schon vielfach bewihrtes Anwendungsgebiet. der
Absorptionsspektrographie geworden. Auller den bereits sehr zahlreichen
Messungen an mniedermolekularen Substanzen, wie etwa I1-Tyrosinl,
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Tyrosinderivaten?, Dioximen?, Ascorbinsdure?, Dinitrophenolen5 und
Harnsduren®, wird diese Methodik in letzter Zeit in steigendem Mafe
auch auf das Gebiet der Hochmolekularen angewendet. Abgesehen von
der Ermittlung neuen Zahlenmaterials liefert die Untersuchung hoch-
molekularer Stoffe bisher nicht zugingliche Einblicke in die Struktur
dieser Korper und 14Bt neue Zusammenhiinge zwischen Konstitution
und chemischen Eigenschaften erkennen?.

Es erschien nun von Interesse, zu versuchen, ob die Methodik auch
die Bestimmung der sauren und der basischen Dissoziationskonstanten
an einem amphoteren Korper ermdglicht. Wir zogen zur Beantwortung
dieser Frage das o-Aminophenol heran, von dessen Untersuchung wir
uns weiters Aufschliisse hingichtlich der Existenz einer eventuell auch .
in wiflirigem Medium bestehenden intramolekularen Wasserstoffbriicke .
zwischen dem Stickstoffatom der Aminogruppe und der phenolischen
OH-Gruppe erwarten durften.

Priparatives und MeBmethodik.

Das uns zur Verfugung stehende Préparat wurde durch mehrmaliges
Umkristallisieren aus Wasser mit Zusatz von Tierkohle gereinigt. Die grofie
Empfindlichkeit insbesondere der feuchten Substanz dem Luftsauerstoff
gegeniiber #dulerte sich in der immer sehr rasch erfolgenden Gelbfarbung
der Mutterlauge, weshalb bei den 3 letzten Umbkristallisationen unter einer
Schutzatmosphire (CO,) gearbeitet wurde. Nach dem Trocknen iiber konz.
H,80, hatte die Substanz einen Schmp. von 174 bis 175° (Literatur 174°).
Das auf diese Weise auf optische Konstanz gebrachte Produkt lieferte in
0,1 n HCl ein Absorptionsspektrum mit folgenden Daten (Tabelle 1).

Wie aus der Tabelle 1 hervorgeht, be-
stehen mit den Werten der Literatur® ge- Tabelle 1. o- Aminophenol
wisse Diskrepanzen, die sieher auBerhalb in willriger Lésung,
der MeBfehler liegen. In Anbetracht der - pH ~ 1,0.
optischen Konstanz unserer Substanz und )

der: begriindeten Annahme, dafB8 diese Dis- o log &

krepanzen die Ergebnisse keinesfalls wesent-

lich beeinflusgsen konnten, hielten wir es fir

zuléssig, die Substanz fiir die eigentlichen ‘M?’X' """"" 3720 | 3,24

Messungen zu verwenden. Min........... 4260 1,76
Wir stellten nun Lésungen in Kon- Nach?® Max. .. | 3710 | 3,30

zentrationen von. ~ 1073 Mol/l in Wasser
her, deren pH zwischen den Werten 1,0 und 13,0 variiert wurde. Fir
die Grenz-pH-Werte wurden 0;1 n HCl und 0,1 n NaOH, fiir die Zwischen-
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pH-Werte entsprechende Pufferlésungen verwendet. Die Uberprifung des
jeweiligen pH-Wertes erfolgte elektrometrisch mittels Glaselektrode mit
dem Lautenschldger-Ultra-Tonographen. Simtliche Losungen mit einem
pH > 7,0 wurden durch Zugabe von Na,SO, (4 g/100 ml) dem oxydierenden
EinfluB3 des Luftsauerstoffes gegeniiber stabilisiert®. Zum Fillen der Ver-
gleichskiivetten wurde stets die entsprechende Pufferlésung mit gleichem
Na,S80,-Zusatz verwendet. Wir benutzten fur die Messungen der UV-
Spektren einen Zeif3-Chemiker-
spektrographen 9 x 12cm. Die
MeBmethodik mit rotierenden

Sektorblenden und Doppelspek-
w4, tren findet sich bereits in der
():g,y Literatur® ausfithrlich beschrie-
O~ 29I Mot/ ben. Der tatsichliche MeBfehler
betrigt 4- 0,02 in log &-Ein-
heiten.

Ergebnisse.
Die Kurven der Abb.1
bringen die erhaltenen Ergeb-
nisse. Wir entnehmen darauns

eindeutig die  Anwesenheit
zweier Umwandlungsgleichge-
wichte: Das erste, gekennzeich-
net durch die beiden isosbeti-
schen Schnittpunkte (Pfeile in
der Abb. 1), im pH-Bereiche
1,0 bis 7,0, das zweite im an-
schlieBenden pH-Bereiche 7,0
bis 13,0. Demnach liegt das
o-Aminophenol, wie auch nicht
anders zu erwarten war, zwi-
schen pH 1,0 und 13,0 in drei
verschieden absorbierenden For-

men I, ITI und III vor, die

J590 4009 . . .
P untereinander durch die Gleich-
Abb. 1. o-Aminophenol in wiBriger Lisung bei ver- geWiChtSbeZiehungen
schiedenen pH-Werten. I 1,00; 2 2,70; 3 4,25; s .
I = II = III

4 5,70; 5 7,00; 6 8,85; 7 10,00; 8 11,65, 13,00.
pH 1 bis 7 pH 7 bis 18

in Verbindung stehen.

Zur quantitativen Auswertung entnehmen wir den Kurven 1 bis5 der
Abb. 1 bei einer Wellenzahl von 4200 mm-* die Extinktionskoeffizienten
e (vgl. Tabelle 2). Setzen wir den von Kurve 1 gleich 1009, I, den

8 M. Pestemer und H. Flaschka, Mh. Chem. 71, 325 (1938).
9 H.wv. Halban, @.Korttim und B. Szigethi, Z. Elektrochem. 42, 628
(1936).
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von Kurve 5 gleich 0%, I (bzw. 1009, II), so ergeben sich aus den g-Werten
der Kurven 2 bis 4 unmittelbar die Prozente von I, deren Abhingigkeit
vom pH in Kurve 7 der Abb. 2 graphisch wiedergegeben ist. Zur Kontrolle
kann natiirlich auch ein ¢-Wert bei

einer anderen passenden Wellen- Tabelle 3. Phenolische
Dissoziation von o-Amino-
phenol.
Tabelle 2. Basische Dissoziation —
von o-Aminophenol. v pH | log e ¢ %-0/¢=)
¥ | pH jloge | e [%-NHg 4000 | 7,00| 2,97 | 934 0,0
i 4000 | 8,851 3,09 | 1230 10,1
4200 | 1,00 | 1,81 64 100,0 4000 [ 10,00 | 3,36 | 2295 47,5
4200 | 2,70 | 2,40 252 96,75 4000 { 10,65 | 3,65 | 3560 91,5
4200 | 4,25 | 2,99 978 74,3 4000 | 11,65 | 3,58 | 3810 100,0
4200 | 5,70 | 3,52 | 3320 9,0 4000 | 13,001 3,58 | 3810 100,0
4200 | 7,00 | 3,58 | 3640 0,0 3380 113,00 3,565 | 3560 100,0
3500 | 7,00 | 3,33 | 2140 0,0 3380 110,00 3,35 | 2240 48,0
3500 | 4,25 | 2,80 631 70,5 3380 | 7,00] 3,01 | 1025 0,0

zahl herangezogen werden, etwa bei 3500 mm~1, der Kurve 3 entnommen
wurde. Hierbei wurde wiederum der bei dieser Wellenzahl resultierende
e-Wert aus Kurve 5§ 100%, II entsprechend angenommen. Der resultie-
rende MeBpunkt ist in Kurve 7, Abb. 2, besonders gekennzeichnet ein-
getragen und fiigt sich in die Kurve ausgezeichnet ein. Die Kurve 1
der Abb. 2 ist offensichtlich der graphische Ausdruck eines Dissoziations-
vorganges. Unterlegt man der Kurve das Massenwirkungsgesetz, so
miifite aus dem pH-Wert, der dem Punkte der Wendetangente entspricht,
der Wert fiir den negativen Logarithmus der Dissoziationskonstanten
gemidl (pK,— pH) zu bestimmen sein. Die diesbeziigliche Auswertung
der Kurve ergab fiir pH bei & = 0,56 einen Wert von 4,70, was einem
PK;, 11 von 9,3 bzw. einem Ky g von 5,0- 10-1° entspricht.

Zieht man” die Dissoziationskonstanten aromatischer Amine zum
Vergleich heran, z. B. fir Anilin K = 4,0-1071° bei 20°9, so ergibt
sich klar, dal} in unserem Falle das Gleichgewicht

I II
|/ \“—NH3(+) — ’/ \“—NHZ
— —OH
,OH /
spektrographisch vermessen wurde. Daraus folgt, da Kurve I, Abb. 1,

der Form I, also dem Kation I zuzuordnen ist, wihrend Kurve 4, Abb. 1,
der reinen Form II, also dem undissoziierten Molekiil entspricht.

10 p. L. Hahn und R. Klockmann, Z. physik. Chem., Abt. A 146, 389
(1930).
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Die gleichen Uberlegungen kann man nun auch auf die Kurven §
bis 8 der. Abb. 1 .anwenden. Hier wurde bei einer Wellenzahl von
4000 mm~! der Extinktionskoeffizient entnommen (vgl. Tabelle 3), wobei
der &-Wert der Kurve & gleich 0%, III und der von Kurve 8 gleich. 1009, ITI
gesetzt wurden. Die graphische Abh#ngigkeit vom pH bringt Kurve 2,
Abb. 2, und wir ersehen daraus, dal es sich hier zweifellos um den Aus-
druck der phenolischen Dissoziation des o-Aminophenols handelt. In
diesem Falle liefert der pH-Wert im Punkte der Wendetangente unmittel-
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Abb. 2. Dissoziationskurve von o-Aminophenol. I basische Dissoziation ——N]E[a("')(—_> —NH,,

2 phenolische Dissoziation —OH Z —b_l'(—). Die mit # bezeichneten MeBpunkte sind in Kurve 1
bei 3500 mm~1, in Kurve 2 bei 3380 mm~* ermittelt.

bar den negativen Logarithmus der Dissoziationskonstante. Wir er-
hielten fir pH einen Wert von 9,96 und damit fir Kyy g einen Wert
von 1,1-107%, Zum Vergleich kann die Dissoziationskonstante des
Phenols herangezogen werden, K ==1,05-10-1 bei 20°'1. Wir diirfen
somit die Kurve8, Abb.1, der reinen FormIII, also dem Phenolatanion

O
S e Vo]
Wt
zuordnen.

Diskussion.

Das auf spektralem Weg ermittelte Dissoziationsdiagramm der
Abb. 2 reprisentiert in befriedigender Weise die Dissoziation eines
Ampholyten, dessen Konstanten weit auseinander liegen. 'Wir erkennen
das isoelektrische Gebiet zwischen den pH-Werten 6,5 und 8,5, innerhalb
dessen die Konzentrationen der Ionenformen definitionsgeméfl ein
Minimum bzw. die Konzentration der undissoziierten Molekel . IT ein
Maximum durchlaufen. Im vorliegenden speziellen :Falle werden die
Konzentrationen der Ionenformen I und III in diesem Gebiete praktisch

11 P. L. Hahn und R. Klockmann, Z. physik, Chem., Abt. A 157, 206
(1931).
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Null sein, was durch den groBen Unterschied zwischen den beiden
Dissoziationskonstanten bedingt ist. Das Produkt der beiden Werte
betrigt groBenordnungsmiBig 1020 und nach Michaelis werden die
Tonenkonzentrationen im isoelektrischen Bereich erst von einem Werte
von 1078 fiir K, - Kg an von praktischem Belang.

Die in dieser Arbeit aufgezeigten spektralen Moglichkeiten auf das
Gebiet der Eiweilkorper anzuwenden, erschiene sicher reizvoll. Es ist
aber zu bedenken, daB einem solchen Vorhaben gewisse Grenzen gesetzt
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Abb. 8. Titrationskurve (I) und Peptenolatabsorption (2) von menschlichem Sehnenkollagen nach
Schauenstein und Stanke®.

sind: Die spektrographische Bestimmung der Tyrosindissoziation wird
natiirlich in den allermeisten Féllen ohne besondere Schwierigkeiten
moglich sein und ist auch schon vielfach mit Erfolg ausgefithrt worden?.
Die optische I. P.-Bestimmung an einem Protein begegnet aber~ der
prinzipiellen Schwierigkeit, daf hier verschiedenartige ionisierende
Gruppen (—COOH, —SH, —NH,, >NH) vorliegen, deren Eigen-
absorptionen fast durchwegs von den um GriéBenordnungen intensiveren
Aromatenbanden des Tyroins und Tryptophans vollstindig {iberdeckt
werden.

Eine Moglichkeit, hier weiterzukommen, scheint die Messung der
dH-abhingigen, sogenannten ,,Peptenolatabsorption zu bieten. HEs ist
dies die spezielle Eigenabsorption der H-gebundenen Peptidgruppe, die
sich auch neben der Aromatenabsorption beobachten 148t. Die pH-Ab-
hingigkeit dieser Peptenolatbanden geht aller Wahrscheinlichkeit nach
darauf zuriick, daf es in Séure bzw. Lauge zu einer Verschiebung der
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Doppelbindungen im Sinne einer Keto-Enolatverschiebung kommt.
Diese Verschiebung diirfte aber wohl auch durch die ionisierbaren Gruppen
in der Seitenkette der zugehérigen Aminosiure beeinflufit werden, wodurch
deren Tonisation indirekt erfaflt wiirde.

Ein erster, erfolgversprechender Versuch in dieser Richtung wurde
beim Aktomyosin!? und Sehnenkollagen® angestellt (vgl. Abb. 3).

Die gemessenen Dissoziationskurven des o-Aminophenols lassen
erkennen, dafB eine Behinderung dieser Dissoziationen, wie sie etwa bei
Bestehen einer intramolekularen phenolischen H-Briicke zu erwarten
wiire, nicht besteht. Somit ist die Existenz einer solchen H-Briicke im
wifirigen Medium auf Grund der UV-spektrographischen Messung
praktisch auszuschlieBen. Fiir die Existenz solcher H-Briicken in wiBrigen
Lésungen von EiweiBmolekiilen, wo sie sich sowohl als interpeptidische,
als auch als phenolische H-Briicken UV-spektrographisch deutlich zu
erkennen geben?, sind demnach wohl die entscheidend anderen struktu-
rellen Faktoren des hochmolekularen Systems verantwortlich zu machen.

Es besteht demnach wenig Aussicht, die beim Eiweif erhobenen
Befunde, wie z. B. die teilweise Blockierung der phenolischen Tyrosin-
dissoziation?, im Modellversuch mit niedermolekularen Stoffen wieder-
zufinden.

SchlieBlich soll noch kurz darauf hingewiesen werden, daB die optische
Ermittlung der basischen neben der sauren Dissoziationskonstanten
beim o-Aminophenol nur auf Grund ganz bestimmter konstitutiver
Gegebenheiten des Molekiils méglich wird: Wir miissen ja bedenken,

daB weder die —NH,- noch die ——NH,(+)-Gruppe im Gebiete unterhalb
von 4000 mm—! eine charakteristische und neben der Aromatenbande
ins Gewicht fallende FEigenabsorption zeigen. Die spektralen Unter-
schiede zwischen den Formen I und II, n#mlich die Rotverschiebung

und Extinktionserhéhung,
Tabelle 4. Vergleich der Absorptions- werden vielmehr dadurch
daten von o-Aminophenol und Phenol. bedingt, daB bei IT das

o-Aminophenol Phenol einsame  Elektronenpaar

;1 c:~10Molll | c:~10""Mol/l  {eg  Stickstoffes in die
o log ¢ v’ l log ¢ Mesomerie des aromati-

schen Ringes miteinbezo-

1,0 M.‘.:Lx ..... 3720 | 3,24 | 3720 | 3,09 gen wird, was bei I durch
Min. ....| 4260 | 1,76 | 4220 | 1,76 die D orbind di

13,0 | Max..... 3380 | 3.55 | 3480 | 3.3¢  die Donatorbindung, die
Min. ....| 3760 | 3,03 | 3860 | 2,74  das einsame Elektronen-

paar in saurer Losung mit
dem Proton eingeht, nicht mdoglich ist. Daher ist es auch versténdlich,
12 7, Treiber, Diss. Univ. Graz (1948). — E. Biirgermeister und K. Schauen-

stein, Mh. Chem. 80, 310 (1949).
18 7. Schauenstein und D. Stanke, Makromol. Chem. 5, 262 (1951).
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dafB die Absorption von I sich nicht mehr wesentlich von der des Phenols
in saurer Losung unterscheidet, wie die Tabelle 4 zeigt. Demnach
wirkt sich die —NH,(")-Gruppe bei Einfithrung in den Ring praktisch
kaum mehr aus. Zu dhnlichen Ergebnissen gelangten seinerzeit auch
Pestemer und Flaschka®.

Die saure Dissoziation wird spektral erfaflbar durch die Mesomerie

7 \I/ /\]/ )
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wobei die Absorption des Phenolatanions durch die Beteiligung des
Elektronenpaares der —NH,-Gruppe natiirlich wiederum betréichtlich
langwelliger und intensiver ist als beim Phenol (vgl. Tabelle 4).

Wir sind dem Vorstand des med.-chem. Institutes der Grazer Uni-
versitdt, Herrn Prof. Dr. H. Lieb, sowie der Rockefeller-Foundation fir
die Bereitstellung von Apparaturen sehr zu Dank verpflichtet.



