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Zusammenfaswung—Die Gleichgewichtskonstanten der Addition verschiedener O, N und S-Nucleophiler an die
a-Carbonylgruppe von Pyruvamid wurden ermittelt. Der sckundare Deuterium Isotopencffckt in der Additionskon-
stanten bei Substrat-deutericurung ist fiir S- und O-Nucleophile nahezu identisch, fir N-Nucleophile aber deutlich
grosser. Aus den kinctischen sekundaren Deuterium [sotopeneffekien der Wasseraddition an die a -Carbonylgruppe
lassen sich fir die unkatalysierte und OH -katalysierte Reaktion Aussagen uber die Natur des Ubergangszustandes

erhalten.

Abstract—Equilibrium constants for the addition of a series of O, N and S-nucleophilic reagents to the a <arbonyl
group of pyruvamide are reported. The secondary deuterium isotope effects of the addition constants are nearly
independent of the nature of the O- and S-nucleophilic reagent: the corresponding isotope effects of N-nucleophilic
reagents arc significantly larger. The valucs of the kinetic secondary deuterium isotope cffects for the attack of H:0
to the a-carbonyl group are useful as a guide to the transition state of the uncatalysed and the OH -catalysed

reaction.

Nucleophile  Additionsreaktionen an  die  a-
Carbonylgruppe der Brenztraubensiure (BTS)' ' und des
Pyruvamids (PA)* sind wesentliche Reaktionsschritte bei
verschiedenen enzymatischen Umsetzungen.

Beim Einsatz von 8-dcuterierter BTS als Substrat bzw.
von B-deuteriertem PA als Effcktor bei der durch die
Pyruvatdecarboxylase (PDC) katalysicrten Decarboxylie-
rung der BTS beobachtet man cinen deutlichen Einfluss
der B-CD,-Gruppierung auf diec sigmoide V/S-
Charakteristik der Enzymreaktion.*
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Um aus den gemessenen sekundiren Isotopiceffekten
Hinweise iber den Enzymmechanismus ableiten zu
konnen, wurde die Kinetik und Thermodynamik der
Addition einiger O-, N- und S-Nucleophiler an die a-
Carbonylgruppe des PA untersucht.

Einige Besonderheiten der  Carbonylreaktivitat
von BTS und seinen carboxylsubstituierten Derivaten
haben zur intensiven Bearbeitung vor allem der Kinetik
und Thermodynamik der H,0-Addition® und der
Enolisierung’ gefihrt. In beiden Fallen werden
aussergewohnlich hohe Geschwindigkeiten der wasser-
katalysierten Reaktion neben sehr niedrigen protonen-
katalytischen Termen gefunden. Auch der kinetische
Solvent-Deuterium Isotopeneffekt der wasserkatalysier-
ten BTS-Hydratation® fallt im Vergleich zu einer Reihe

tXXII. Mitteilung: XX1. Mitteilung, Tetrahedron 29, 4313
(1973).

ahnlich strukturierter Carbonylverbindungen
ungewéhnlich niedrig aus und liefert Hinweise auf eine
spezifische Solventstruktur in der Umgebung der a-
Carbonylgruppe. Diese Deutung wird durch den kinetis-
chen Solvent-Deuterium Isotopeneffekt auf dic Geschwin-
digkeit der solventkatalysierten Enolisierung von
Brenztraubensiure-diathylamid gestutzt.”.

C-, N- und S-Nucleophile addieren erwartungsgemass
cbenfalls reversibel an die a-Carbonylgruppe der BTS-
Derivate,” ' ihre Additionsreaktionen sind mechanistisch
bisher aber kaum untersucht.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
(a) Additionsgleichgewichte
Dic Gleichgewichtskonstanten K, der Addition eincr

Reihe von Nucleophilen an PA und PA-8-d\ sind
UV-spektroskopisch vermessen worden und in Tabelle |
zusammengestellt.
X

k. .
CH\—C--CONH; + HX T~ CH,-—C--CONH, (D)

H [

0 OH

[Addukt}

KO_[FA][HX_] (2)

Da die Addition der S- und N-Nucleophilen in Wasser
als Losungsmittel untersucht wurde, muss die Solventad-
dition in die Berechnung von K, cinbezogen werden
(G1.3).

Ko = Kunul 1 = Ko™) 3)
Die Additionsgleichgewichte zeigen, dass dic a-

Carbonylgruppe des PA im Vergleich zu BTS in threr
Reaktivitat vermindert ist, (Ko = 1.8/55.5)™ andererscits
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Tabelle 1. Gleichgewichtskonstanten der Addition einiger Nucleophiler an Pyruvamid und Pyruvamid-g-
d,bei2520.2°C

Nucleophil pH  cou(Mol/l)  K'(/Moh  K,S"(1/Mol)  K."/K.”  Reprod.
Wasser 47 58.§ 0.75/558.5 087/58.S 087+0.01 40
CH.OH — 247 440%x107  5.109x10° 085+0.04 10
C:H.OH — 17.2 201x10°  228x10° 088+0.04 10

B -Mercaptoathanol 56 0205 59 6.7 0.88 + 0.06 8
HS-CH,-COOCH, 5.6 0.02-0.04 12.8 14.7 0.87«0.0¢ 10
Semicarbazid 6.2 0.01-0.03 80.1 12 073-0.08 16
Hydroxylamin 6.2 135 172 0.79~0.0¢ 10

aber crheblich iber dem BTS-Anion liegt (Kuwo =
0.053/55.5. Kuwon =57"). Mit dem Parameter vy,
cinem Mass fir dic Affinitat eines Nucleophilen zur
Carbonylgruppe, '’ sind die 1g Ko-Werte der isotopen PA
linear korrelierbar (G1.4 und 5).

18K = 1.0y +0.1 @)

1g K" =1.0y+0.2. 5)

Diese Korrelationen werden auch von N-Nucleophilen
erfiillt, was auf ein Additionsverhalten dhnlich dem der
aromatischen Aldehyde und verschieden von dem des
Formaldehyds hinweist.”’ Der Anstieg der Korrelations-
geraden (A = 1.0; r = 0.99) zeigt, dass die Sensibilitiat der
a-Carbonylgruppe des PA gegeniiber den Nucleophilen
sich nicht von der des Formaldehyds bzw. p-
Chlorbenzaldehyds unterscheidet.”

Der Isotopeneflekt auf die Additionsgleichgewichte ist
erwartungsgemass invers (Ky/Kp < 1).” Weitgehende
Anderungen der sterischen Eigenschaften und der Starke
des Nucleophilen lassen trotz betrachtlicher Unterschiede
in den Additionskonstanten den Isotopeneffekt nahezu
unbeeinflusst. Nichtbindende Wechselwirkungen des
Substituenten mit der isotopen Bindung konnen damit
nicht fir die Grosse des Effektes verantwortlich gemacht
werden.

Erwartungsgemiss findet man fiir N-Nucleophile ein
kleineres Ku/K,, als fir S- und O-Verbindungen.'*"*

(b) Kinetische Untersuchungen

Fir die allgemeine Saure- und allgemeine Basen-
Katalyse der nucleophilen Addition von H,O an die
a-Carbonylgruppe des PA gilt Gl. (6).

K = ko+Kkno=[HiO") = kow [OH )
- km\[HA] h k;\ [A ] (6)
Bei Acetationenkonzentrationen <0.02m und

Essigsaurekonzentrationen <0.1 m sind nur katalytische
Beitrage der H:0- und OH -Katalyse zu beobachten.
Protonenkatalytische Terme treten, wic bei allen bisher
untersuchten Carbonylreaktionen an BTS-Derivaten

demgegenuber in den Hintergrund. In Tabelle 2 sind
einige der in Acetatpuffer erhaltenen Geschwindigkeits-
konstanten 1. Ordnung der PA-Hydratation aufgefihrt.

Tabelle 2. Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten der
Hydratation von Pyruvamid (k") und Pyruvamid-8-d. (k,") von

der Acetatpufferkonzentration
HAc(Mol/1)  Ac (Moljl) pH K."(min ‘) k,"(min "} k,"/k,"”
978x10 ' 9.78x10"' 47 11 1.35 0.87
19710 ' 197x10°' 47 11 137 08
196x10°  196x10° 47 11 1.37 0.86

Bei hoheren Basekonzentrationen in Phosphatpuffer
lasst sich eine linearc Abhingigkeit der Geschwindigkeits-
konstanten k, von der Phosphationenkonzentration erhal-
ten, dic ausser ka- auch kow-liefert. (Abb. 1)

/
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Abb. 1. Phosphationenkatalysierte Hydratation von Pyruvamid.

008 X}

(pH =72, 25 0.2°C; Camus - 7.0%10 "m; g -- 0.2 (NaC)) Jedes
K... entspricht dem Mitteiwert aus 4 voneinander unabhangigen
Messungen.

In Tabelle 3 sind alle erhaltenen Katalysekonstanten fir
die Hydratisierung (k,) und Dehydratisierung (k ,) von
PA zusammen mit den dazugehorigen kinetischen Isoto-
peneffekten verzeichnet.

Aus den Geschwindigkeitskonstanten der wasserkata-

Tabelle 3. Katalysekonstanten der Hydratisierung (k,) und Dehydratisierung (k ) von Pyruvamid und Pyruvamid-g8-d.

Base KMol 'min ) kMol 'min b KMK" KMol 'min ) k"Mool ‘min ) K"/, Reprod.

H.0 1.18 - 0.02/55.5 1.32-0.02/5¢S  0.89+0.03 1.6~ 0.03/55.5 1.51 +0.03/55.8 1.03+0.04 15

OH 3.7240.13 % 10° 376027 %10 099+006 4%4-018x10° 443+032x10° 1.12-006 17

Phosphat” 3.41-0.13%10' 391.028x10° 087+009 4.53-0.17x10 452+017x10" 101-009 1?7
k= Ko X Kie

*Bei pH 7.2 crhalten und als Katalysekonstante ¢ines Gemisches von HPO,® (50°%) und H.PO. (50%%) zu betrachten.
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lysierten Addition (k,) kann man ersehen, dass der
retardicrende Einfluss der Amidgruppierung auf die
Reaktivitat der a-Carbonylgruppe betrachtlich ist. (Ta-
belle 4).

Tabelie 4. Geschwindigkeitskonstanten ko der H,O-katalysierten

Wasseraddition
kdmin ')
CH,CO-COO 95x10 " (0°Cy
CH.CO-COOH 33 10° Q250" 2000 T
CH.CO-COOCH, 6.9 0y
CH.CO-COOC . H, € ey
CH.CO-CONH. 118 (25°C)

“C-NMR-Untersuchungen bestitigen den  ausseror-
dentlich grossen Einfluss des Zustandes der Carboxyl-
gruppe auf die a-Carbonylgruppierung und lassen,
obwohl der C-C-Bindungsabstand zwischen dem «-
Carbonyl und der Carboxylat-* oder Carboxamidgrup-
pe nicht verkirzt ist, auf intensive konjugative Wechsel-
wirkungen schliessen.’™

Eine intramolekulare Protonenkatalyse, die auf Grund
der verschiedenen k.-Werte bei Strehlow™® und Pocker'”
auch bei der BTS-Hydratation noch fraglich erscheint, ist
fur PA auszuschliessen.

Unter der Voraussetzung, dass die unterschiedliche
I.adungsverteilung im dipolaren Ubergangszustand (TS,
G1.8) und im ungeladenen Reaktionsprodukt keinen
Einfluss auf den Betrag der kinetischen Isotopeneflckte
hat, lassen sich beim Vergleich der thermodynamischen
und kinetischen lsotopeneffckte Aussagen uber den Grad
der Bindungsbildung zwischen dem Nucleophilen und der
Carbonylgruppe im Ubergangszustand machen. Dabei
ergeben sich fiir die H:O- und Phosphatkatalyse einerseits
und fiir die OH -Katalyse wesentliche Unterschicde.

Wir finden im TS der H:O- und Phosphatkatalyse ¢in
weitgehend sp'-hybridisiertes a -C-Atom des PA, wihrend
die OH -Katalyse einen reaktandenanalogen TS aufweist.
Daraus kann man auf verschiedene Reaktionsmechanis-
men schliessen.

Wir nehmen fur die OH -Katalyse eine dirckte Additi-
on der Hydroxylionen an die a -Carbonylgruppe an ((G1.7)

oM

ky
N, ————— a6 N, e
OH - SC=0777"ZHO* .. C—=0 .0
A0 TR
‘ TS
w hrell \
.T’/(‘(()H).. «OH . (N

Fiir die durch schwache Basen katalvsicrte Wasser-
addition kann Mechanismus (8) formuliert werden,
bei dem die Bildung instabiler Intermediate’™ vom Typ

N

(—C—0 weitgehend vermieden wird.

/
ll:()
N -,

B:-H.O-.- (=0 B--H- -

! — 1 e . N
O--C O H - BZ__"BH=+ SCOHL-B ®)

|
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Pyruvamid und Pyruvamid- 8 -d, wurden nach in einer {ruheren
Arbeit beschricbenen Methode dargestelit und gereinigt.”™  Die
Gleichgewichtskonstanten der Addition verschiedener Nucleophi-
ler an PA wurden anhand der Abnahme der Extinktion der
n-z*-Bande der a-Carbonylgruppe bei 339 nm untersucht. Der
Exunktionskoeffizient der reinen Carbonylform des PA in Wasser
war durch Extrapolation der pseudo-1. Ordnung-Kinetk der
H.0-Addition auf 1-0 zu crhalten (€250 249 0.5 ¢, -
1.00).

Ber den Messungen in CH.OH und C.H.OH und C.H.OH
wurde zur Beschleumgung der Gleichgewichtseinstellung eine
Spur Pyrrolidin zugesetzt. Die Konzentration an PA betrug 1n
allen Fallen ca. 10 “m. Dic Gleichgewichtsmessungen und dic
Kinetik wurden an cinem Bifrequenzspektralphotometer (Perkin-
Eimer Modell 356) bei 25 = 0 2°C verfolgt. Da die Reaktion durch
Injektion ciner 2 m Stammlosung des PA in Dioxan (Fa. Merck,
U vasol) gestartet wurde. waren dic kinetischen Ansatze in Wasser
ca. 10 “m an Dioxan (z - 0.1 (NaCl). Bei den Gleichgewichts-
messungen konnte nachgewiesen werden, dass der Dioxangehalt
in diesem Konzentrationsbereich die Konstanten nicht beeinfluss.
e kincischen Messungen wurden durch Zugabe der PA-
Stammlosung in die temperierte Kuvette gestartet. Erste Mess-
werte konnten ca. 4 sec. nach der Zugabe erhalten werden: lincare
pseudo- I Ordnung-Kurven wurden mindestens 3 Halbwertszeiten
beobachtet. IXa die Hyvdratation reversibel ist, muss die gemessene
Geschwindigkeitskonstante k... nach Gl 9 1n k. umgewandelt
werden.

Ky = K Kuo/Kusr # 1, Ky © [Hydrat)/[Ketoform).
9
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