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(Eingegaagcn am 25.  Januar 1927.) 

In  fruheren Mitteilungen') z, wurde bewiesen, da13 das isolierte Schar -  
d inger  - E n z  ym (Perhydridase, Aldehydrase, Xanthin-Oxydase), welches 
die Oxydo-Reduktion der Aldehyde, des Hypoxanthins und des Xanthins 
auf Kosten des Wasser-Molekiils bewirkt, nicht imstande ist, den molekularen 
Sauerstoff auf die genannten Substrate zu iibertragen, d. h. als direkte Oxydase 
zu fungieren. Andererseits ist es H. Wieland3)  nicht gelungen, durch die 
Vermittlung der isolierten Phenol-Oxydase Phenole unter Ersatz des Sauer- 
stoffs durch andere Wasserstoff-Acceptoren (Methylenblau, Dinitro-benzol 
usw.) zu oxydieren. Die enzymat i sche  Oxydo-Reduk t ion  auf K o s t e n  
des  Wasser-Molekiils und die enzymat i sche  Oxyda t ion  auf Kos ten  
des  Sauerstoff-Moleki i ls  sind daher zwei voneinander  vol l ig  u n a b -  
hangige ,  d u r c h  verschiedene  Enzyme  ausge los te  Prozesse. Mit 
dieser SchluBfolgerung stehen im Widerspruch in der Ziteratur vor- 
handene Angaben iiber die Gxistenz einer S u c c i no  - D e h y d r a s e , welche 
die Dehydr i e rung  de r  Berns t e insau re  sowohl durch die Vermittlung 
des Methylenblaus, wie durch die des molekularen Sauerstoff s hervorbringen 
soll. Gegenstand vorliegender Mitteilung ist die Aufklarung dieses Wider- 
spruchs. 

T. Thunberg*)  machte 1909 die Beobachtung, daB Bernsteinsaure die Absorption 
ron Sauerstoff durch fein zerkleiiiertes Muskelgewebe steigert. Itn Jahre 1910 unter- 
suchten F. B a t t e l l i  und I, Stern5)  diese Erscheinung nalier und gelangten zur Ansicht, 
daf3 sich hierbei ein oxydierendes Enzyin, das sie sphter als Succ ino-Oxydon be- 
zeichneten, betatige. 1918 wurde von Thunbergo)  mitgeteilt, daB in Ubereinstimmung 
mit der Wielandschen Dehydrierungs-Theorie die Oxydation der Bernsteinsaure auch 
dann erfolgt, wenn Methylenblau an Stelle ron Sauerstoff als Wasserstoff-Acceptor 
angewaud t wird. Auf die Oxydation der Bernsteinsaiure wurde daraus geschlossen, 
da13 ausgewaschenes Muskelgewebe, welches fur sich allein Methylenblau aul3erst langsam 
oder gar nicht reduziert, auf Zusatz von neutralisierter Bernsteinsaure den Farbstoff 
entfarbt. Bei der meiteren Bearbeitung des Gebietes gelangte Thunberg ' )  zwei Jahre 
spater zu der Ansicht. ,,daB es ein auf die Bernsteinsaure speziell eingestelltes, dieselbe 
dehydrogenisierendes Enzym gibt, das bei Abwesenheit von Sauerstoff den Wasserstoff 
auf eventuell anwesendes Methylenblau uberfiihrt, es in seine Leukobase verwandelud". 
T h u n b e r g s  Angaben erregten gewisses Aufsehen, da sie als Beneis fiir die Richtigkeit 
der Wielandschen Dehydriernngs-Theorie betrachtet murden. 

1) A. B a c h  und K. Kikola jew,  Biochein. Ztschr. 169, IOj r19261. 
?)  A. B a c h  und D. Michl in ,  B. 60, 82 [rgz7] 
4, Skand. Arch. Physiol. 22, 406 [1go9]. 
6 )  Skand. Arch. Physiol. 35, 163 [191S]. 

B. 59, 1184 [I926]. 
5 ,  Biochern. Ztschr. 30, 172 [I~II]. 
') Ebenda 40, I [I~ZO?. 
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Indessen lafit die nahere Ueurteiluiig und eventuelle Nachpriifung der 
experiment alen Grundlage der T hu  n b erg  schen Auffassung erkennen, dal3 
die Esistenz einer Succ ino-Dehydrase  irn Sinne Wie lands  keineswegs 
als bewiesen angesehen werden kann. 

I. Die Grooenordnung der  IJmsatze:  Wiirde die Ilehydrierung der 
Bernsteinsaure beim Methylenblau- und Sauerstoff-Versuch durch ein und 
dasselbe Enzyn bewirkt, so ware zu erwarten, daB die Umsatze, wenn nicht 
genau aquivalent, doch etwa von derselben GroBenordnung sein wiirden. 
Den1 ist aber nicht so. Wir fiihrten gleichzeitig Methylenblau- und Sauerstoff- 
Versuche mit e in-  und  demselben Mater ia l  aus und fanden, daB in 
gleichen Zeit-Abschnitten etwa 300- m al  so  vi e l  S a ue rs  t of f a bsor  bi er t 
w i rd ,  n i e  den  r eduz ie r t en  Methylenblau-Mengen e n t s p r i c h t  (Ver- 
suche I-.j). 

11. Die  Beeinf lussung d u r c h  Blausaure :  Bate l l i  und Stern5)  
beobachteten, dalj die Sauerstoff-Absorption durch Muskelgewebe in An- 
wesenheit \?on Bernsteinsaure durch Blausaure gehemmt wird. T h u n  berg 6, 

bestatigte diese Beobachtung und fand seinerseits, dalj dieses Gift auf die 
Entfarbung des AZethylenblaus durch Muskelgewebe und Rernsteinsaure 
ohne EinfluB ist. Von der Annahme ausgehend, daB' in beiden Fallen ein 
und dasselbe lhzyni tatig ist, deutet er seinen Befundh der Weise, daB die 
Blausaure auf den Sauerstoff, nicht aber auf das Methylenblau, hemmend 
einwirkt. Bei dem gegenwartigen Stand unserer Kenntnisse ist es kaum er- 
forderlich hervorzuheben, daB es nicht der Sauerstoff, sondern der Katalysator 
(Osydase oder Eisen-System riach War  burg)  ist, der durch die Blausaure 
gehemmt wird. 

111. Die Beeinf lussung d u r c h  die  H ' -Konzent ra t ion :  Die Re- 
duktion von Farbstoffen, Kitraten usw. in tierischen Geweben kon-imt, wie 
dies zuerst voii B ac  ha) festgestellt wurde, zustande durch das Zusammen- 
wirken eines Enzyms, welches niit dein Schardingerschen identisch ist, 
und eines wasser-16slichen, kochbestandigen Coenzyms. Letzteres, welches 
jetzt als , ,Atmungs-Material" angesehen wird, existiert in den Geweben teils 
in gelostei%, teils in adsorbiertem Zustande. Frisch zerkleinertes Muskel- 
gewebe reduziert Methylenblau ziemlich energisch. Wird das Material einige 
Male mit Wasser gewaschen, so verliert es die Fahigkeit, den Farbstoff zu 
reduzieren. Dies bedeutet aber noch nicht, da13 das Coenzym viillig entfernt 
worden ist, sondern nur, dalj dessen Verteilung zwischen den1 Adsorbens und 
Clem Medium sich zugunsten des ersteren gestaltet. Eine Veranderung des 
Mediums mag eine weitere I~lution des Coenzyms hervorbringen. Gerade 
dies geschieht, wenn das Muskelgewebe mit einer neutralisierten Losung von 
Hernsteinsaure an Stelle des Wassers in Beriihrung kommt. Als wir ver- 
gleichende Methylenblau-Versuche an ein und demselben Material mit auf 
ptI = 7.6 neutralisierten Bernsteinsaure-Losungen einerseits und Phosphat- 
Gemischen von gleichem pH andererseits anstellten, fanden wir, daB in beiden 
Versuchsreihen die Reduktion des Methylenblaus praktisch gleichzeitig er- 
folgte (Versuche 6-43). Kontrollversuche mit Wasser an Stelle der Bernstein- 
saure- und Phosphat-Losungen fielen negativ aus. Ein Borat-Gemisch von 
pH = 7.8 ergab die gleiche Reduktion, wie die erwahnten Zusatze (Ver- 

$) Biochem. Ztschr. 31, 443, 33, 282 [I~II], 38, 154 [1912], 58, 2Oj [1g13]. 
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such 9). Genugt schon die geringe Alkalitat der zugesetzten Losung fur das 
-4uftreten der Methplenblau-Rednktion, so liegt kein Grund vor, eine De- 
hydrierung der Bernsteinsaure anzunehmen, so lange nicht bewiesen ist, daB 
letztere dabei wirklich abgebaut wird. Wegen der auaerordentlichen Gering- 
fiigigkeit des Uinsatzes, die der Erforschung des Bernsteinsaure-Abbaus im 
Methylenblau-Versuch fast unuberwindliche Schwierigkeiten bereitet, ist 
bisher noch kein einziger Versuch in dieser Richtung bekannt geworden. 
Die in der Literatur angefiihrte Angabe, wonach Thunber  g die Dehydrierung 
der Bernsteinsatire zu Puniarsaure im Methylenblau-Yersuch erzielt hatte s), 
beruht auf eineni MiBverstandnis. Hervorzulieben ist noch, daD, wahrend 
Phosphat-Gemische von p H  = 7.6 die Reduktion des Methylenblaus durch 
ausgewaschenes Muskelgewebe, und zwar in deiiiselben MaQe wie Succinate, 
bewirken, sind sie auf die Absorption von Sauerstoff unter gleichen Bedingun- 
gen ohne jeden EinfluB (Versuch 10). 

IV. Die  Beeinf lussung d u r c h  Neut ra l sa lze :  Bei der vveiteren Be- 
arbeitung des Gebietes fand T h u  nberg7), daB einfacher Zusatz von Natrium- 
chlorid oder Kaliumchlorid zu einem Gemisch von ausgewascheneni Muskel- 
gewebe und Methylenblau die Reduktion des Farbstoffs hervorbringt. Diese 
Reduktion fiihrt FI mit Recht auf die dern ausgewaschenen Gewebe noch 
innewohnende, latente Fahigkeit zuruck, fur sich allein Methylenblau zu 
entfarben (Rest-Reduktion) . Diese Erscheinung laf3t sich am einfachsten 
durch die Annahme erklaren, daB durch den Salzzusatz die Lijsungsrerhalt- 
nisse und die osinotischen Eigenschaften des Mediums derartig verandert 
werden, daB eine weitere Desorption des Coenzyms zustande kommt. Auf 
eine ahnliche Erklarung war schon Thunberg  selber gekominen, denn er 
schreibt : ,,Moglicherweise beruht die erstere (Rest-Reduktion) darauf, daB 
gewisse wirkliche Aktivatoren auDerst schwer aus der Muskelmasse aus- 
zuwaschen sind." Diesen Gedankengang verfolgte er aber nicht weiter und 
bemiihte sich statt dessen, eine Methode ,,nu Eliminierung von seiten der 
Rest-Reduktion herriihrenden Irrtiimern" auszuarbeiten. Diese Methode 
bestelit darin, daf3 den Hauptproben und den Kontrollproben gleiche Mengen 
eines Gemisches von Dikaliumphosphat und Monokaliumphosphat im Ver- 
haltnis 3 : I zugesetzt werden. Bei der h'achprufung der Methode stellte sich 
Folgendes heraus : 

Das erwahnte Phosphat-Gemisch ergibt eine Liisung von PH = 7 .3 .  In  
Anwesenheit von ausgewaschenem Muskelgewebe entfarbt diese Losung 
Methylenblau unter sonst gleichen Bedingungen mit derselben Geschwindig- 
keit wie die neutralisierte Bernsteinsaiure-I,,iisung. Wird ein Teil der Phosphat- 
1,iisung durch die entsprechende Menge Succinat-Losung ersetzt, so zeigt 
das Geinisch dieselbe Reduktions-Geschwindigkeit wie jede der ursprung- 
lichen Losungen fur sich allein (Versuch 11). Ganz ahnliche Resultate wurden 
erhalten mit Ess igsaure  und Ci t ronensaure ,  die nach T h u n b e r g  eben- 
falls durch Methylenblau dehydriert werden sollen (Versuch 12). Es kann 
kaum einem Zweifel unterliegen, daD die angebliche Dehydrierung der 
organischen Sauren sich hier mit der Rest-Reduktion deckt. Erwahnt sei 
allerdings, da13, wie dies schon von Thunberg  festgestellt worden ist, Salze 
der Oxa l sau re ,  der R u t t e r s a u r e  und einiger anderer organischer Sauren 

vergl. Oppenheimers  Handh. d .  Biochem., 5. dufl., Bd. 2, 264 [1923]. 
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auf die Rest-Reduktion einen a d e r s t  geringen oder gar keinen ZinflitB aus- 
iiben. 

Neutralsalze bewirken keine Steigerung der Sauerstoff-Absorption clurch 
ausgewaschenes Muskelgewebe (Versuch 13). 

2 u s  a m  men f a s s 1111 8. 
I. Tinter den1 EinfluD der B e r n s t e i n s a u r e  wird durch ausgewaschenes Muskel- 

gewebe etwa 300-mal so vie1 Sauerstoff aufgenommen, wie dem reduzierten Methylen- 
blau entspricht. 

2. B l a u s a u r e  ist auf die Methylenblau-Reduktion ohne EinfluO, wahrend sie auf 
die Sauerstoff-Aufnahme hemmend einwirkt. 

3. Anorganische Puffer-Losungen (Phosphat- und Borat-Gemische) im Bereich 
\-on pH = 7.4 und neutrale Salzlosungen wirken auf die Methylenblau-Reduktion fordernd 
und lassen die Sauerstoff-Aufnahme unbeeinfluDt. 

4. Die durch anorganische Puffer-Losungen hervorgebrachte Methylenblau- 
Reduktion (,,Rest-Reduktion") ist von derselben GroOenordnung wie die Reduktion, 
welche durch neutralisierte Bernsteinsaure-Lowlrlg bewirkt mird. 

Rus den Punkten 1-3 geht hervor, daO d ie  M e t h y l e n b l a n - R e d n k t i o n  uncl 
d i e  S a II e r s t o f f - A u f n a h  in e z w e i v o n e i n a n d e r g r u n d s a t  z 1 i c h v e r s c h i e d e n e 
Prozesse sind. Punkt 4 laat die angebliche D e h y d r i e r u n g  d e r  B e r n s t e i n s a u r e  
i m  Met h y lenb  lau  - Versuc h als sell r z we if ell1 af t erscheinen. 

Beschreibung der Versuche. 
I. Zur  Groflenordnung de r  Umsatze .  

Zu den im Nachstehenden beschriebenen Versuchen benutzten wir 
Muskelgewebe von Tauben, da nach Ba t t e l l i  und S t e r n  dieses Material 
das reichste an Succino-Oxydase ist. 

I.  Frisch entnonimenes Muskelgewebe wird 5 Stdn. liegen gelassen, dann in cler 
Fleisch-Hackmaschine zerkleinert und 3-1nal init dern 3-f achen Volumen Wasser wahrencl 
j e  15 Min. gewaschen. Das ausgewaschene Material wird auf ein Tuch gebracht nnd itn 
B uchnerschen Tricliter scharf abgesaugt. 

a) Sauers tof f -Versuch:  60 ccm niit Kalilauge auf pH = 7.6 neutrali- 
sierter I-proz. Bernsteinsaure-Losung werden in einen 150 ccni fassenden 
Kolben gegeben und in einem mit Schiittelvorrichtung versehenen, auf 
380 eingestellten Thermostaten vorgewarmt. Nach Eintragen von 20 g 
Muskelgewebe wird der Kolben evakuiert, niit Sauerstoff gefullt und mit 
einer Sauerstoff enthaltenden Gas-Burette verbunden. Nach Ausgleichung 
der Temperatur wird die Schuttelvorrichtung in Gang gesetzt und die Sauer- 
stoff-Absorption alle 5 Min. abgelesen. Gleichzeitig mit dem Hauptversuch 
wird ein Kontrollversuch rnit 60 ccm Wasser an Stelle der Bernsteinsaure- 
Losung ausgefiihrt. 

In nachstehender Tabelle sind die in Anwesenheit von Bernsteinszure anfgenon- 
menen Sauerstoff-Mengen in ccm (reduziert auf 00 und 760 mm) angegeben. Im Kontroll- 
Versuch wurde keine Sauerstoff-Absorption beobachtet. 

Absorb. Sauerstoff in ccm . . 16.80 26.88 31.92 31.35 35.08 36.12 
Zeit in Min. . . . . . . . . . . . . . . 5 I 0  I5 20 25 30 

b) Methylenblau-Versuch:  Mit dem gleichen Material wurden 
Methylenblau-Versuche in Vakuum-Rohren nach den Vorschriften T h u n -  
bergs  vorgenommen. 4 Thunbergsche Vakuum-Rohren erhielten je I g 
ausgewaschenes Muskelgewebe, 3 ccm neutralisierte I-proz. Bernsteinsaure 
und steigende Mengen Methylenblau in 3 ccni Wasser. Gleichzeitig wurcle 
eiii Kontrollversuch ohne Bernsteinsaure-Zusatz angestellt. 
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Absorbierter Entf arbtes 1 Methylenblau i Sauerstoff 
Entfiirbungs- ! 

I Zeit i alb 
I 

3 
4 
5 

23‘ 
19‘ 
17‘ 
22’  

2.39 1ng 0 . 2  iiig ~ 

2.47 mg 0.2 mg 
2 . 2 j  lllg 0 . 2  mg 
2.27 mg 1 0.2 mg 

299 

281 
281 

308 

In gleichen Zeitabschnitten 11 ird auf den Sauerstoff pro g Muskelgewebe etwa 
3oo-iual so vie1 TVasserstoff nie auf das Methylenblau iibertragen. 

11. Zur  Beeinf lussung d u r c h  d ie  H-Konzen t ra t ion .  
6. 3 Thunbergsche Vakuum-RBhren erhielten je I g gewaschenes 

Muskelgewebe (Taube), I ccni Methylenblau-Losung (I : 5000) und folgende 
Zusatze: Rolire a 4 ccm neutralisierte I-proz. Bernsteinsaure, Rohre b 4 ccm 
Phosphat-Gemisch voni pa = 7.6, Rohre c 4 ccni Wasser. Die Geinische 
wurden im Thermostaten bei 40° gehalten und die Entfarbungs-Zeiten notiert. 

7. Zerkleinertes Muskelgewebe (Rind), 2-mal niit dem 3-fachen Vol. 
Entfarbungs-Zeit: a) IS’, 11) ~ h ’ ,  c) nicht entfarbt nach 3 Stdn. 

Wasser je 15 Min. gewaschen. Versuchs-Anordnung wie oben. 
Entfarbungs-Zeit: a )  12’, b) Ij’, c) nicht entfirbt. 

Dasselbe zerkleinerte Material nach 24 Stdn. langem Aufbewahren bei 
Zimmer- Temperatur : 

Entfirbungs-Zeit: a) 70’. b) 65’, c )  nicht entfarbt. 
8. 5 g Muskelgewebe (Rind) werden init 5 ccm Methylenblau-Losung 

verniischt und nach erfolgter Adsorption des Farbstoffs abgeprel3t. I n  
3 Thunbergsche Rohren werden je 5 g auf diese Weise gefarbtes Muskel- 
gewebe gegeben. RBhre a erhalt auBerdein 25 ccm Phosphat-Gemisch von 
p~ = 7.6, Rohre b 25 ccm neutralisierte Rernsteinsaure-I,osung, Rohre c 
25 ccm Wasser. 

Entfirbungs-Zeit: a) 28’, b) 30’, c) nicht entfarbt nach 3 Stdn. 

9. Vorbereitung des Materials und Versuchs-Anordnung wie oben. Zu- 
satze: a) 25 ccm Borat-Gemisch nach Clark p H  = 7.8; b) 25 ccm neutrali- 
sierte Bernsteinsaure-Losung ; c) 25 ccm Wasser. 

Entfarbungs-Zeit: a) 33’, b) 28’,  c) nicht entfarbt nach 3 Stdn. 

Versuche 6-9 beweisen also, daB bei  gleichem p H  Methy lenb lau  
i n  Gegenwar t  von  gewascheneni Muskelgewebe d u r c h  Phosphat -  
u n d  Bora t -Gemische  p rak t i s ch  m i t  derse lben  Geschwindigkei t  
wie d u r c h  Succ ina t -Losungen e n t f a r b t  wird. 
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10. Sauerstoff-Versuch init je 20 g hkskelgewebe (Taube) und a) 60 ccin 
neutralisierter Bernsteinsaure-I,osung, b) 60 ccm Phosphat-Gemisch p H  = 7.6. 
Versuchs-Axiordnung wie unter I a. 

Zeit in Minuten . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 I j  20 2.j 130 .ij 
-4bsorbierter Sauerstot'f in ccm . . a) 20 3 2  43 48 4p 49 

niclit reduziert h) k i n e  nennensiverte Absorption. 

111. %ur Beeinf lussung d u r c h  Salze. 
I I ,  Es wurden folgende Gemische dargestellt : 

a)  I g 3Iuskel (Taube) + .j ccm Phosphat-Gen 17' 
+ j ccni Saccinat . . . .  I j' h) I B  

d) I R  + I cciii Phosphat + 4 2.3' 

Entfarbungs-Zeit 

c )  I n "  + 2.5 ccni Phosphat + L. 18' 

e )  r a  +- 5 ccin Wasser . . . . .  nicht entfarbt 

12. Zerkleinerter Frosch-Muskel, z-ma1 init dem zo-fachen Vol. 'EVasser 

Entf Arbungs-Zeit 

nach 3 Stdu. 

ausgewaschen : 

2) I g Muskel + j cciii Phosphat-Gemisch pH 7.4 . . . .  . . . . . .  80' 

t)) I g ,, + I ccn1 + 4 ccm Natriumacetat. . 85' 
c) I g , /  + I CCl l l  + 4 ccni Kaliumcitrat . . .  90' 

e )  I g ,, +j ccni TVasser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  nicht entfarbt 

13. Gewaschener Muskel (Taube) : 

cl) I g ,, + I  ccni 

a )  z j g Muskel + j j ccin neutralisiertc Beriisteins~inre-I,Bsung, 
b) z j  g ,, + 7j ccin Clilorkalium-Liisuti~ (0.1-12.). 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Zeit in Xinuten j 10 15 20 ' 5  30 3.5 
a) I X  3 2  48 60 66 68 ;o 

keine Absorption Absorbierter Sanerstoff in ccni . . 

147. Paul  Baumg: r t e n  und Walter Kargel :  ober eine 
Synthcse von 2.4-Dioxy-chinolinen. 
[Aus d. Clieni. Institut d .  Universitat Berlin.] 

(Eingegangeri am 14. Februar 1927.) 

Die in Rede stehende Synthese war das Resultat von Untersuchungen, 
die an Dianiliden der Malonsauren bei Erhitzung auf Temperaturen oberhalb 
des Schmelzpunktes gemacht wurden. Als zum Studium besonders geeignet 
erwiesen sich die Dianilide substituierter Malonsauren, und unter ihnen 
nahin das Diani l id  de r  Phenyl -malonsaure  wegen der Leichtigkeit, 
mit welcher die zu beobachtenden Erscheinungen eintraten, und auch aus 
Griinden praparativer Natur eine besondere Rolle ein. 

Beirn E r h i t z e n  im  Vakuum,  wenige Grade iiber seinen Schmelzpunkt 
hinaus, erleidet dieses Dianilid einen Zerf a l l ,  welcher, von einer unter- 
geordneten Nebenreaktion abgesehen, hauptsachlich zu  zwei Produkten 
fuhrt. Als das eine konnte Anil in  festgestellt werden; das andere war eine 
weiBe, krystallinische Substanz. Die Mengenverhaltnisse, in welchen beide 




