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yon o-Aminophenol*. 
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Mit 3 Abbildungem 

( E i n g e l a n g t  a m  10.  A p r i l  1954 . )  

Die u l t rav io le t ten  Absorpt ionsspektren yon o-Aminopheno ! 
in w~13riger LSsung bei verschiedenen p t t -Wer ten  lassen die 
Anwesenheit zweier Umwandlungsgleichgewichte erkennen, 
die zwiscl~en dem positiv, dem negativ geladenen Ion und der 
undissoziierten Form ~ bestehen.  Die quant i ta t ive Auswertung 
der "gemessenen Spektren fiihrt zur Aufstellung der basischen 
und der sauren Dissoziationskurve der Substanz und znr Er-  
mit t lung der Wer te  ffir die entspreehenden Dissoziations- 
konstanten.  

Weder  der Verlauf der Absorptionskurven,  noch die Lage 
der Dissoziationskurven geben einen Auhal tspunkt  ffir die 
Anwesenheit einer intramolekularen H-Brfieke zwischen der 
NH 2- und der Ot t -Gruppe  in w~l]rigem Medium. 

E i n l e i t u n g .  

Die opt ische Bes t immung  yon  Dissoz ia t ionskons tan ten  absorb ierender  
Stoffe is t  heu~e ein schon vielfach bew~hrtes  Anwendungsgebie~ der  
Absorp t ionsspek t rograph ie  geworden.  AuBer den berei ts  sehr zahlre ichen 
lY[essungen an  n iedermoleku la ren  Subst~nzen,  wie e twa 1-Tyrosin 1, 

* Her rn  Prof. D r .  L .  Eber t  zum 60. Geburtstage mit  den besten Wfinsehen 
gewidmet.  

1 N .  K r e t c h m e r  u n d  R .  T a y l o r ,  J.  Amer. Chem. See. 7~, 3291 (1950). 
2 E .  B r u i g o m ,  Diss. Univ. Leiden (1950). - -  C.  F r o m a g e o t  und G. Schnelc,  

Bioehirn. Diophys. Acta  6, 113 (1950). - -  E .  S c h a u e n s t e i n ,  Melliand Textil- 
ber. 88, 591 (1952). - -  G . H .  B e a v e n  uud E .  R .  H o l i d a y ,  Adv. Protein Chem. 
7, 319 (1952). 
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Tyrosinderivaten2, Dioximen a, Ascorbins~ure 4, Dini~rophenolen ~ und 
Harns~uren% wird diese Methodik in ]etzter Zeit in steigcndgm Mal3e 
aueh auf das Gebiet der ttochmolekul~ren angewendet Abgesehen yon 
der Ermittlung neuen Zahlenmateriuls liefert die Untersuchung hoch- 
molekularer Stoffe bisher nicht zuggngliche Einb]icke in die Struktur 
dieser KSrper u n d  l~I~t neue Zus~mmenh~nge zwischen KonstitUti0n 
und chemischen Eigenschaften erkennenL 

Es erschien nun yon Interesse, zu versuchen, ob die Methodik aueh 
die Bestimmung der sauren und der basischen Dissoziationskons~anten 
an einem amphoteren KSrper ermSglicht. Wir zogen zur Beantwortung 
dieser Frage das o-Aminophenol heran, yon (lessen Untersuchung wir 
uns welters Aufschlfisse hinsiehtlich der Existenz elner eventuell aueh  
in w~LSrigem Medium bestehenden intramolekularen Wasserstoffbrficke 
zwischen dem Stickstoffatom der Aminogruppe und der pheno]ischen 
OH-Gruppe erwarten dur~ten. 

P r e p a r a t i v e s  u n d  M e l ~ m e t h o d i k .  

Das uns zur  Verf i igung s tehende Pr~para t  wurde  dureh mehrmal iges  
Umkris ta l l i s ieren  bus Wasser  mi t  Zus~tz yon  Tierkohle  gereinigt .  Die  grofie 
Empf ind l ichke i t  insbesondere der feuchten  Subst~nz dem Luf tsauers tof f  
gegeniiber  ~u~erte  sich in der immer  sehr  rasch erfolgenden Gelbf~rbung 
der  Mu~terlauge, weshalb bei den 3 le tz ten  Umkr is ta l l i sa t ionen  un t e r  einer  
Schutza tmosph~re  (C0~) gearbe i te t  wurde.  Nach  dem Trocknen  fiber konz.  
H~SO a ha t t e  die Substanz einen Schmlo. von  174 bis 175 ~ (Li tera tur  174~ 
Das auf  diese Weise auf  optische Kons t anz  gebrach te  P roduk t  l ieferte in 
0,1 n HC1 ein Absorp t ionsspek t rum mi t  fo!genden Da ten  (Tabelle 1). 

Wie  aus der Tabel le  1 :hervorgeht ,  be- 
s tehen mi t  den W e r t e n  der  L i t e ra tu r  s ge- 
wisse Diskrepanzen,  die sicher au~erhalb  
der Mel3fehler liegell. I n  A n b e t r a c h t  der  
opt isehen Kons tanz  unserer  Substanz und  
d e r  begr i indeten  Annahme,  dab diese Dis- ] 
k repanzen  die Ergebnisse keinesfalls wesent-  I 

l ieh beeinflussen kSnn~en, h ie l ten  w i r e s  f fir 
zul~issig, die Substanz ffir die e igent l iehen 
Messungen zu verwenden.  

W i t  s te l l ten n u n  LSsungen in K o n -  
zenSra~i0nen v o n  ~-~ 10-aMo]/1 in Wasser  
her,  dgren p H  zwischen den W e r t e n  1,0 a n d  13,0 var i i e r t  wurde.  

Tabelle  1. o - A m i n o p h e n o l  
in  w a l 3 r i g e r  L S s u n g ,  

p H  ~-~ 1,0. 

I 
Max . . . . . . . . . .  I 3720 
Min . . . . . . . . . . .  I 4260 
Naeh  s M a x . . .  3710 

log 

3,24 
1,76 
3,30 

Ffir  
die Grenz -pH-Wer te  wurden  0il  n HC1 und  0,1 n N a O H ,  ftir die Zwisehen- 

C h .  B a n k s  und  A .  Carlson, Analy t .  Chim. Ae ta  7, 291 (1952), 
E.  Sehauenstein,  Mh. Chem. 79, 487 (1948). 

5 C. H .  J u d s o n  u n d  M .  K i lpa t r i k ,  J.  Amer .  chem]  Soc. 71, 3110 (1949). 
6 F .  Fischer  a n d  W.  N e u m a n n ,  AnI~. Chem. 572, 230 (1951). 
v j .  Crammer und  A .  Neuberger, Biochemic.  J .  37, 302 (1943). - -  G. 

Beaven, zit. un te r  A n m .  2. - -  E .  Schauens te in  und  M .  Hochenegger, Z, Na tu r -  
forseh. 8 b, 473 (1953). - -  E.  Svhauenste in ,  O. K r a t k y  und O. Gold, Mel]iand 
Text i lber .  3~, 375 (1954). 
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pI-I-Werte entsprechende Pufferl6sungen verwendet. Die ~berprtifung des 
jeweiligen pH-Wertes erfolgte elektrometrisch mittels Glaselektrode mit 
dem Lautenschlager .Ul tra- Ionographen.  S~mtliche LSsungen mit einem 
pI-I > 7,0 wurden durch Zugabe von N%SO 3 (4 g/100 ml) dem 0xydierenden 
EinfluB des Luftsauerstoffes gegentiber stabilisiert s. Zum Fiillen der Ver- 
gleiehsktivetten wurde stets die entspreehende PufferlSsung mit gleiehem 
NazSO~-Zusatz verwendet. Wir benutzten ftir die Messungen tier UV- 

Spektren einen Zei f l -Chemiker-  
spektrographen 9 X 12 era. Die 
Mel3methodik mit rotierenden 
Sektorblenden und Doppelspek- 

( % F _ N H  z tren finder sich bereits in der 
/%~--O// p//~0- zd, o 8 Literatur 9 ausfiihrlieh beschrie- 

c-zo-SMol/~ g ben. Der tatsiichliche MeBfehler 
, betriigt • 0,02 in log e-Ein- 

heiten. 
. , E r g e b n i s s e .  

Ii ~ / Die Kurven der Abb. 1 
i J bringen die erhaltenen Ergeb- 

! ~ _ ~  nisse. Wir entnehmenerste, daraus 
- -  '~ .~ eindeutig die Anwesenheit 

../] zweier Umwandlungsgleichge- 
/ /  wichte : Da8 gekennzeich- 

f I net durch die beiden isosbeti- /'/ I: I sehen Schnittpunkte (Pfeile in 
Iz /I ] I/ der Abb. 1), im p/i-Bereiehe 

- "  ' A' 1,0 bis 7,0, das zwei~e im an- 
/It i ]} schliegenden pH-Bereiehe 7,0 

i I ~ 7 bis 13,0. Demnach liegt das 

< j anders zu erwarten war, zwi- 
schen pH 1,0 und 13,0 in drei 

, versehieden absorbierenden t~or- 
I men I, I I  und I I I  vor, die 

YJ~ 4Q00 
y '~-~  = untereinander durch die Gleich- 

Abb. 1. o-Aminophenol in w/tllriger LOsung bei vet- gewiehtsbeziehungen 
schiedenen piI-Werten, i 1,00; 2 2,70; 3 4,25; I V I I  = I I I  
g 5,70; 5 7,00; 6 8,85; 7 10,00; 8 11,65, 13,00. =- 

pH 1 bis 7 pH 7 bis 13 
in Verbindung stehen. 

Zur quantitativen Auswertung entnehmen wir den Kurven I bis 5 der 
Abb. 1 bei einer Wellenzahl yon 4200 mm -1 die Extinktionskoeffizienten 
s (vgl. Tabelle 2). Setzen wir den von Kurve I gleich 100~/o I, den 

s M .  Pestemer und H.  ]Plaschlca, Mh.  Chem. 71, 325 (1938). 
9 H.  v. Halban,  G. Kor t i im  und B. Szigethi ,  Z. Elektroehem. 42, 628 

(1936). 
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von Kurve  5 gleich 0 %  I (bzw. 100% II) ,  so ergeben sich aus den e-Werten 
der Kurven  2 bis 4 unmit te lbar  die Prozente  yon I, deren Abhi~ngigkeit 
yore p H  in Kurve  I der Abb. 2 graphiseh wiedergegeben ist. Zur Kontrol le  
kann  natiirlich auch ein r bei 
einer anderen passenden Wellen- 

Tabelle 2. B a s i s c h e  D i s s o z i a t i o n  
y o n  o - A m i n o p h e n o l .  

v" pt~ log e e % -- l~IIa+ 

4200 
4200 
4200 
4200 
4200 
3500 
3500 

1,00 
2,70 
4,25 
5,70 
7,00 
7,00 
4,25 

1,81 
2,40 
2,99 
3,52 
3,58 
3,33 
2,80 

64 
252 
978 

3320 
3640 
2140 

631 

Tabelle 3. P h e n o l i s c h e  
D i s s o z i a t i o n  y o n  o - A m i n o -  

)henol .  

v' pH 

7,00 
8,85 

10,00 
10,65 
11,65 
13,00 
13,00 
10,00 

7,00 

4000 
4000 

100,0 4000 
96,75 4000 
74,3 4000 

9,0 4000 
0,0 3380 
0,0 3380 

70,5 338O 

log a e %-~[ (--) 

2,97 934 0,0 
3,09 1230 10,1 
3,36 2295 47,5 
3,55 3560 91,5 
3,58 3810 100,0 
3,58 3810 100,0 
3,55 3560 100,0 
3,35 2240 48,0 
3,01 1025 0,0 

zahl herangezogen werden, etwa bei 3500 m m  -1, der Kurve  3 en tnommen 
wurde. Hierbei wurde wiederum der bei dieser Wellenzahl resultierende 
s-Weft  aus Kurve  5 100% I I  entspreehe~d angenommen.  Der resultie- 
rende MeBpunkt ist in Kurve  1, Abb. 2, besonders gekennzeiehnet ein- 
getragen und fiigt sich in die Kurve  ausgezeichnet ein. Die Kurve  1 
der Abb. 2 ist offenslchtlich der graphische Ausdruck eines Dissoziations- 
vorganges. Unter legt  man  der Kurve  das Massenwirkungsgesetz, so 
miiBte aus dem pR-Wer t ,  der dem Punkte  der Wendetangente  entspricht,  
der Wer t  fiir den negat iven Logar i thmus der Dissoziat ionskonstanten 
gemgB ( p K w -  pH) zu best immen sein. Die diesbeziigliche Auswer tung  
der Kurve  ergab fiir pI-I bei cr = 0,5 einen Wer t  yon  4,70, was einem 
pKI, II yon  9,3 bzw. einem KI, II yon  5 , 0 . 1 0  -1~ entspricht.  

Zieht man" die Dissoziat ionskonstanten aromatischer Amine zum 
Vergleioh heran, z. B. fiir Anilin K = 4,0.  l0  -l~ bei 20 ~176 so ergibt 
sich klar, dab in unserem Fa!le das Gleichgewicht 

I I I  

//\ NH~ (+~ g\ NH~ 

spektrographisch vermessen wurde. Daraus  folgt, dab Kurve  1, Abb. 1, 
der Fo rm I, also dem Kat ion  I zuzuordnen ist, w~hrend Kurve  5, Abb. 1, 
der reinen Form I I ,  also dem undissoziierten Molekiil entspricht.  

lo 2'. L .  H a h n  und R.  K lockmann ,  Z. physik. Chem., Abt. A 146, 389 
(1930). 
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Die gleichen ~J'berlegungen kann man nun aueh auf die Kurven 5 
bis 8 der kbb.  1 anwenden, tiler wurde bei~. e iner  Wellenzahl yon 
4000 mm -1 der Ex~inktionskoeffizient entnommen (vgl. Tabelle 3), wobei 
der e-Wert der Kurve 5 gleich 0% I I I  und der yon Kurve 8 gleich 100% H I  
gesetzt wurden, Die graphisehe kbht~ngigkelt vom p]-I bringt Kurve 2, 
Abb. 2, und Wir ersehen daraus, daI~ es sich hier zweifellos um den Aus- 
druek der p]~nolisehen Dissoziation des o-Aminophenols handelt. In  
diesem Falle liefert der pH-Wert im Punkte der'Wendetangente unmittel- 

L 

~Q 

0,0 

...... ' f  

1 Z 3 ~ ~705 5" Y 8 9 ~gE70 /;1 /Z /3 
p// 

Abb. 2. nissozia~ionskttrve yon o-kminophenol. 1 basische Dissoziation --h~Ha('{-)<_ ~ ~NH~, 
2 phenolische Dissoziation --OH ~ "~(--). Die mit x bezeichneten Meapunkte sind in K~rve 1 

bei 3500 mm -~, in Kurve 2 bei 3380 mm -~ ermittelt. 

bar den negativen Logarithmus der Dissoziationskonstante. Wir er- 
hielten ffir pH einen Wert yon 9,96 und damit fiir KII ~ III einen Wert 
yon 1,1" 10 -1~ Zum Vergleich k a n n  die Dissozias des 
Phenols herangezogen v~erden, K ~  1~05.10 -l~ bei 20 ~ Wir dfirfen 
somi~ die Kurve 8, Abb. 1, der reinen Form II I ,  also dem Phenolatanion 

/ %  
Jl I - N H 2  

\ J  - 
z u o r d n e n .  

D i s k u s s i o n .  

Das auf spektralem Weg ermittelte Dissoziar der 
Abb. 2 repr~sentiert in beffiedigender Weise die DissozMtion e i n e s  
Ampholyten, dessen Kons~anten weir auseinander liegen. Wir erkennen 
das isoelektrische Gebiet zwischen den pH-Werten 6,5 und 8,5, innerhalb 
dessen die Konzentra~ionen der Ionenformen definitionsgem~l~ ein 
Minimum bzw. :die Konzentration d e r  u ndissoziierten Molekel I I  ein 
Maximum durchl~ufen. Im vorliegenden speziellen.!~alle werden die 
Konzentrationen der Ionenformen I und I I I i n  diese~ Gebiete praktisch 

11 JF. L .  H a h n  u n d  R.  K lockmann ,  Z. physik ~ Chem., Abe. 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 
betr~gt grSBenordnungsmi~Big 10 -20 und nach Michaelis werden die 
Ionenkonzentrationen im isoelektrischen Bereich erst yon einem Werte 
yon 10 -is fiir KA" KB an yon praktisehem Belang. 

Die in dieser Arbeit aufgezeigten spektralen MSglichkeiten auf das 
Gebiet cter EiweiBkSrper anzuwenden, erschiene sicher reizvoll. Es ist 
aber zu bedenken, dab einem solchen Vorhaben gewisse Grenzen gesetzt 

700 
i f 

/ 
i f  

/ 

J ~ooo i I 
I 

{ i / 

i 50~ i l l i l . - - - - - - - -  "I 

I ZP, 
~1  i1 I I i I t I [ ' 

pH 
Abb. 3. Titrationskurve (1) und Peptenolatabsorption (3) yon menschlichem Sehnenk011agen nach 

Schauens$ein und Stanke s. 

sind: Die spektrographische Bestimmung der Tyrosindissoziation wird 
natfir]ich in den allermeisten F~l]en ohne besondere Schwierigkeiten 
mSglieh sein und ist auch schon vielfach mit Erfolg ausgeffihrt worden 7. 
Die optisehe I.P.-Bestimmung an einem Protein begegnet aber  der 
prinzipiellen Schwierigkeit, dab bier verschledenartige ionisierende 
Gruppen (--COOH, --SH, --NH~, ~NH) vorliegen, deren Eigen- 
absorptionen fast durchwegs yon den um GrSBenordnungen intensiveren 
Aromatenbanden des Tyroins und Tryptophans vollst~ndig fiberdeekt 
werden. 

Eine MSglichkeit, hier weiterzukommen, scheint die Messung der 
dH-abh~ngigen, sogenannten ,Peptenolatabsorption" zu bieten. Es ist 
dies die spezielle Eigenabsorption der I-Lgebundenen Peptidgruppe, die 
sich auch neben der Aromatenabsorption beobachten l~Bt. Die pH-Ab- 
h~ngigkeit dieser Peptenolatbanden geht aller Wahrscheinlichkeit nach 
darauf zurfiek, dab es in S~ure bzw. Lauge zu einer Verschiebung der 
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Doppelbindungen im Sinne einer Keto-Enolatverschiebung kommt.  
Diese Versehiebung diirfte aber wohl such durch die ionisierbaren Grul~pen 
in der Seitenkette der zugehSrigen Aminos~ure beeinflugt werden, wodureh 
deren Ionisation indirekt erfaBt wiirde. 

Ein erster, erfolgverspreehender Versuch in dieser Richtung wurde 
beim Aktomyosin 12 und Sehnenkollagen 13 angestellt (vgl. Abb. 3), 

Die gemessenen Dissoziationskurven des o-Aminophenols lassen 
erkennen, dab eine Behinderung dieser Dissoziationen, wie sie etwa bei 
Bestehen einer intramolekularen phenolischen H-Briieke zu erw~rten 
w~re, nicht besteht. Somit ist die Existenz einer solchen H-Brficke im 
w~Brigen Medium auf Grund der UV-spektrographisehen Messung 
praktisch auszusehliegem Fiir die Existenz solcher H-Briicken in w~Brigen 
LSsungen yon EiweiBmolekiilen, we sie sich s0wohl als interpeptidisch% 
als auch als phenolisehe I~I-Brfieken UV-spektrographisch deutlieh zu 
erkennen geben ~, sind demnach wohl die entscheidend anderen struktu- 
rellen Faktoren des hochmolekularen Systems verantwortlich zu maehen. 

Es besteht demnaeh wenig Aussicht, die beim EiweiB erhobenen 
Befunde, wie z. B. die teilweise Bloekierung der phenolisehen Tyrosin- 
dissoziation T, im Modellversueh mit  niedermolekularen Stoffen wieder- 
zufinden. 

SehlieJ~lieh sell noeh kurz darauf hingewiesen werden, dag die optische 
Ermitt lung der basisehen neben der sauren Dissoziationskonstanten 
beim o-Aminophenol nur auf Grund ganz bestimmter konstitutiver 
Gegebenheiten des Molekfils mSglich wird: Wir miissen ja bedenken, 

dal~ weder die---NI42- noch die '" NHa(+)-Gruppe im Gebiete unterhalb 
yon 4000 mm -1 eine charakteristische und neben der Aromatenbande 
ins Gewieht fallende Eigenabsorption zeigen. Die spektralen Unter- 
schiede zwisehen den Formen I und I I ,  n~mlich die Rotverschiebung 

und ExtinktionserhShung, 
Tabelle 4. V e r g l e i c h  der  A b s o r p t i o n s -  
d a t e n  y o n  o - A m i n o p h e n o l  und  Phenol .  

p H  

1,0 

13,0 

M ~ x  . . . . .  

Min . . . . .  
MO~X . . . . .  

Min . . . . .  

o-Aminophenol 
c:  ~ 10 -~ ~ol/1 

~t log e 

3720 3,24 
4260 1,76 
3380 3,55 
3760 3,03 

Phenol  
c :  ~ 10 -3 ~ol/1 

v '  / log 

3720 3,09 
4220 1,76 
3480 3,34 
3860 2,74 

werden vielmehr dadureh 
bedingt, d a b  bei I I  das 
einsame Elektronenpaar 
des Stiekstoffes in die 
~esomerie des aromati- 
schen Ringes miteinbezo- 
gen wird, was bei I durch 
die Donatorbindung, die 
das einsame Elektronen- 
paar in saurer L6sung mit 

dem Proton eingeht, nieht mSglich ist. Oaher ist es auch verst~ndlich, 

1~ E .  Treiber,  Diss. Univ. Graz (1948). - -  E .  Bikrgermeister und E.  Scha~ten- 
stein,  Mh. Chem. 80, 310 (1949). 

la E .  Schauenste in  u n d  D.  S tanke ,  Makromol. Chem. 5, 262 (1951). 
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dab die Absorption yon I sieh nieht mehr wesentlieh yon der des Phenols 
in saurer LSsung unterscheidet, wie die Tabelle 4 zeigt. Demnach 
wirkt sich die --NH3(+)-Gruppe bei Einfiihrung in den Ring praktiseh 
kaum mehr aus. Zu iihnlichen Ergebnissen gelangten seinerzei~ aueh 
Pestemer und Flaschka s. 

Die saute Dissoziation wird spektral erfal~bar durch die Mesomerie 

\ / / \ ~ I  (-~ ~/~Ol 
wobei die Absorption des Phenolatanions dutch die Beteiligung des 
Elektronenpaares der ---NH~-Gruppe natfirlich wiederum betr~chtlich 
langwelliger und intensiver ist als beim Phenol (vgl. Tabelle 4). 

Wir sind dem Vorstand des med.-chem. Institutes der Grazer Uni- 
versitiit, Herrn Prof. Dr. H. Lieb, sowie der Roclcefeller-Foundation fiir 
die Bereitstellung yon ,Apparaturen sehr zu Dank verpflichtet. 


