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21. Thomas Fotheringham Macrae:
Uber die Autoxydation von Leuko-methylenblau?).
[Aus d. Chem. Laborat. d. Bayr. Akad. d. Wissenschaften zu Miinchen.]
(Eingegangen am I. Dezember 1930.)

Bei enzymatischen Dehydrierungen lift sich der molekulare
Sauerstoff vielfach durch Methylenblau als Wasserstoff-Acceptor
vertreten. Kombiniert man die beiden Stoffe, d. h. 143t man eine De-
hydrierung, wie z. B. die von Alkohol durch Essigsdure-Bakterien
oder die von Bernsteinsiure zu Fumarsiure, in der Gegenwart beider
vor sich gehen, so hat der Sauerstoff wahrscheinlich nur die sekundire Funk-
tion, dieLeukoverbindung wieder zum Farbstoff zu reoxydieren. Die Geschwin-
digkeit dieses Vorgangs begrenzt die des Gesamtverlaufs, und zurKontrolle
dieser Verhiiltnisse ist von Wieland und Bertho? die Geschwindigkeit
der Autoxydation von Leuko-methylenblau unter den fiir die Essigsdure-Giarung
malgebenden Bedingungen bestimmt worden. Fiir das schwach alkalische
Medium, in dem die Succino-Dehydrase und die beiden Dehydrasen der
Milch ihre gré8te Wirksamkeit haben, war diese Bestimmung noch nach-
zuholen.

Bei der Pritfung des Einflusses von Hydroperoxyd auf die Xan-
thin-Dehydrase und Aldehydrase der Milch lieB sich feststellen, da3
Leuko-methylenblau durch H,0, nur langsam zum Farbstoff dehydriert wird:
Die Entfirbungszeiten werden durch vorhandenes Hydroperoxyd nur in
geringem MaBe erhéht?). Wenn aber auf Grund dieser Beobachtung Leuko-
methylenblau mit Hydroperoxyd langsamer reagiert als mit Sauerstoff, so
mullte das Auftreten von Hydroperoxyd, das ebenso wie bei der Autoxydation
von Hydrochinon, Indigweil und 4hnlichen Verbindungen als erste Stufe
der Dehydrierung zu erwarten ist, bei den angefiihrten enzymatischen Pro-
zessen mit Methylenblau + O, als Wasserstoff-Acceptoren beriicksichtigt
werden.

Darstellung des Leuko-methylenblaus. Man hydrierte kleine Men-
gen Methylenblau-Lésung mit Milch-Enzym4) und der etwa berechneten Menge
Hypoxanthin unter O,-Ausschlul in Thunberg-Réhren unter reinstem
Stickstoff. Um jede Spur von Hydroperoxyd auszuschlieBen, wurde gleichzeitig
wenig Katalase der Reaktionslosung zugefiigt. Nach beendeter Entfarbung
wurden die Fermente durch 10 Min. langes FErhitzen auf dem Dampfbade
zerstért. Bei geringer Methylenblau-Konzentration blieb die Leukoverbindung
gelost, bei etwas groferer befand sie sich in feinkrystalliner Suspension.

Messung derSauerstoff-Aufnahme in der Barcroft-Apparatur bei pg = 8.0.

1. Im Thunberg-Rohr wurde die Mischung von 8 ccm 3n/,4-Methylenblan-
Lésung, 1 ccm Katalase-Losung (aus 4 mg Leber-Katalase), 0.8 ccm m/,40-Hypoxanthin,
1 ccm mfy-Na,B,0,, 0.5 ccm nf-Essigsdure und 1.7 ccm Wasser in der itblichen Weise
luft-frei gemacht. Dann fiigte man 2 ccm Enzym-Lésung (aus 20 mg Prédparat) hinzu.
pH == 8.0. Nach der Entfirbung wurden die Enzyme durch Erhitzen zerstort. Die er-

1) Die Arbeit wurde auf Anregung von Prof. H. Wieland ausgefiihrt. Dem Car-
negie-Trust in Edinburg, der mir ein Stipendium verliehen hat, danke ich auch hier
bestens fiir seine Unterstiitzung. %) A. 467, 131 [1928].

%) Wieland u. Macrae, A. 483, 239 [1930].

4) Dargestellt nach Wieland n, Rosenfeld, A. 477, 36 [1929).
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kaltete Losung wurde sehr rasch in ein Barcroft-Gefil gebracht und bei 25° unter Luft
geschiittelt. Die Ablesung begann nach dem innerhalb 4 Min. erreichten Temperatur-
Ausgleich.

2. Ansatz mit Cer(III)-hydroxyd: Wie 1. Statt 1 ccm 1.5 ccm m/fy-Na,B,O;,
keine Essigsdure, kein weiteres Wasser. Dagegen nach der Entfirbung 1.5 ccm m/yy-
Cey(SO,)s. py auch hier = 8.0.

3. Ansatzmit Katalase: Wie 1. Statt der 1.7 ccm Wasser wurden nach Zerstdrung
der Enzyme in die gekiihlte Losung 1.7 ccm Katalase-I.osung gebracht.

Dieselbe Versuchsreihe wurde wiederholt (Tabelle 2). Die aufgenomme-
nen cmm Sauerstoff sind in Tabelle T und z wiedergegeben.

Tabelle 1. Tabelle 2
Zeit (Min.) I 2 3 Zeit (Min.) 1 2 3
3 16 36 13 3 Ix 22 9
6 34 58 27 : 6 25 40 16
9 49 76 38 12 54 72 40
15 76 107 56 24 110 128 81
21 103 134 76 36 152 163 95
27 132 156 94 48 194 182 105
39 185 196 125 72 242 210 119
51 224 216 145 96 251 218 123
99 264 244 161 120 251 220 123
147 264 244 159

Wenn aller Sauerstoff als Hydroperoxyd auftreten soll, errechnet sich
eine Op-Aufnahme von 269 cmm. Sie wird in beiden Reihen in 1 nahezu er-
reicht, ein Hinweis darauf, daB das gebildete H,O, sich nur in sehr geringem
Umfang an der Dehydrierung des Leuko-methylenblaus beteiligt. Diese
Tatsache wird weiterhin durch den Vergleich der Firbungszeiten mit O,
und H,0, bestitigt werden. Cer(III)-hydroxyd beschleunigt die O,-Aufnahme.
Dies ist auch die Ursache fiir den scheinbar geringeren Sauerstoff-Verhrauch
in 2 gegenilber I. In den vor der Ablesung liegenden 4 Min. ist nimlich
in den Versuchen mit Cer bereits mehr Sauerstoff aufgenommen worden,
als in 1.

In den Ansitzen 3 wird die Aufnahme von 135 cmm O, erwartet. Damit
stimmt der Wert in Tabelle 2 gut, der in Tabelle 1 weniger befriedigend
ilberein.

Bestimmung des gebildeten Hydroperoxyds.

1. Wie in Ansatz 1 wurde eine Suspension von Leuko-methylenblau, aber aus
10 ccm 3nfyp0-Methylenblau-Losung (statt 8 ccm) dargestellt. Nach Zerstorung der
Enzyme wurde bei 18° ein lebhafter Luftstrom 9o Min. durch die Lésung hindurch-
geleitet. Die blaue Lésung wurde im Vakuum zur Trockne destilliert, im Destillat das
Hydroperoxyd mit Titan-schwefelsdure colorimetrisch bestimmt.

Gef. 0.40 X 10~% Mol. Ber. 1.5 X 1078 Mol.

Es werden nach dieser verlustreichen Methode 26.69, der theoretisch mdoglichen

Menge an Hydroperoxyd gefunden.

2. Es wurde genau wie bei 1 verfahren. Die reoxydierte Ldsung wurde 15 Min.
lang mit der Cerhydroxyd-Suspension aus 1.5 ccm m[50-Ceg(SOy); + 1.5 cocm m/yy-
Na,B,0, geschiittelt, der Niederschlag abzentrifugiert und zur Entfernung von an-
haftendem Farbstoff 4-mal mit Wasser gewaschen. Der Riickstand hatte die gelbe Farbe
des Cerperoxyds. Die Bestimmung des aufgenommenen Hydroperoxyds erfolgte nach
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Jer kiirzlich beschriebenen Katalase-Methode’). Es wurden in 2 Ansdtzen (I und II)
verbraucht:

I II
ccm nfy0-NagS,0,  0.68 0.60
% d. Th. an H;O, 68 60

3. Die Durchfithrung der Versuche war die gleiche wie in 2. Nur wurde das Cer (III)-
hydroxyd vor dem Durchleiten von Luft durch die Leuko-methylenblan-Suspension
zugesetzt. Wihrend in 2 das am Ende der Reoxydation vorhandene H,0, bestimmt
wurde, sollte es hier alsbald nach seiner Entstehuug abgefangen werden.

' I II
cCm n/y09-NagS,05 0.95 0.88
%d.Th.anH 0, 95 88

Es ergibt sich, da mit dem Cer-Reagens das bei der aeroben Dehydrierung
von Leuko-methylenblau auftretende Hydroperoxyd fast quantitativ fest-
gehalten werden kann. Auch ohne dieses Abfangmittel sind am Ende des
Versuches bei pg = 8.0 noch 2/; des gebildeten Hydroperoxyds nachzu-
weisen. Der Rest wird wolil von der aus dem Hypoxanthin entstandenen
Harnsiure verbraucht.

Dehydrierungs-Geschwindigkeit von Leuko-methylenblau durch
Sauerstoff und durch Hydroperoxyd.

Das Ergebnis der im vorhergehenden Abschnitt mitgeteilten Versuche
zeigt, daBl Leuko-methylenblau von molekularem Sauerstoff bedeutend
rascher in den Farbstoff zuriickverwandelt wird, als durch Hydroperoxyd.
Das Verhiltnis der Reaktions-Geschwindigkeiten soll nun auch zahlenmaBig
erfat werden. Man verfulir in der Weise, dal man 2 auf gleichem Wege
dargestellte Leuko-methylenblau-Ldsungen (nicht Suspensionen) einmal mit
O,-gesittigtem Wasser und gleichzeitig mit der dquivalenten Menge H,0,
in gleicher Konzentration zur Oxydation brachte und die Zeiten bestimmte,
innerhalb deren von beiden die Farbstirke einer als Ma@stab dienenden
Methylenblau-Lésung erreicht war. Die Genauigkeit dieser einfachen Methode
ist nicht sehr groB; sie betrigt etwa +159%. Fiir den vorliegenden Zweck
geniigt sie.

A. Bei pg = 8.0: 1. In der beschriebenen Weise wurde eine Methylen-
blau-Ldsung entfirbt; sie enthielt I ccm 7/ g-Methylenblau im Gesamtvol.
von 3.I ccm, nachdem mit m/,;iPhosphat-Puffer auf py = 8.0 eingestellt
war. Zu dieser Losung, die vorher in einem kleinen Rohrchen evakuiert
wurde, fijgte man 1.9 ccm einer bei 20° gesittigten Sauerstoff-Losung, die
in das Vakuum ohne Bildung einer Gasphase eingelassen wurde, derart da3
in den 5 ccm die Oy-Konzentration 5 X Io—4molar wurde. Man bestimmte
nun die Zeit, die nétig war, um die Farbe dieser Lésung bei 37° zu der einer
1/ 10000-Methylenblau-Losung (auch 5ccm) gelangen zu lassen.

2. Die Leuko-methylenblau-I6sung hatte den gleichen Gehalt wie in 1.
Ihr Volumen von 4.75 ccm wurde mit 0.25 ccm m/y0-H;O, auf 5 ccm ge-
‘bracht. Dann bestimmte man wie in I die Zunahme der Firbung.

3. Es ist schon frither erkannt worden®), daf die Autoxydation bei py
= 5.6 von Blausiure nicht gghemmt wird. Unter den gleichen Bedingungen
wie bei 1. und 2. wurde auch bei hier pg = 8.0 auf einen etwaigen EinfluB
an Blausdure, und zwar in m/,y-Konzentration gepriift.

5) A. 488, 229 [1930]. %) A. 467, 131 [1928].
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Mit derSauerstoff-Losung wie in 1 wurde 0.25 cem m/,,-HCN zum Leuko-methylenblau
yefiigt, wobei das Vol. von 0.25 ccm an Phosphat-Puffer eingespart wurde.
Jeder der Versuche wurde 4-mal ausgefithrt, je 2 der gleichen Reihe
gleichzeitig und zwischen 1, 2 und 3 variierend.
1 2 3
Zeit (Min.) ..... 1.2 1.4 1.5 1.3 15, 13.5 I4, 10, 1.3 1.5 1.5 1.2
im Mittel ....... 14 14.6 14
Die Geschwindigkeit, mit der Leuko-methylenblau oxydiert wird, ist
bei p;; = 8.0 fiir molekularen Sauerstoff etwa 10-mal groBer als fiir Hydro-
peroxyd. Die Autoxydation wird durch Blausiure nicht im mindesten ge-
hemmt.

B. Bei py = 5.6: Die Ansitze waren die gleichen wie unter A. Nur
wurde m/;-Phosphat-Puffer py = 5.6 verwendet. Je 4 Versuche.
I 2
Zeit (Min.) ...ttt 2.6 3.0 3.2 3.I 8.5 70 7.5 8.0
im Mittel ... ... it 3.0 78

Bei py = 5.6 ist die Geschwindigkeit der Autoxydation von ILeuko-
methylenblan ungefihr 1009, kleiner als bei py = 8.0, die der Dehydrierung
durch Hydroperoxyd erhéht sich um etwa ebensoviel. Die Geschwindigkeit
der Autoxydation ist nur noch um das 2/,fache groBer. Die gefundene
Abhingigkeit der Autoxydations-Geschwindigkeit des Leuko-methylenblaus
vom py stimmt gut mit den Ergebnissen von Clark, Cohen und Gibbs?)
iiberein; sie stimmt nicht iiberein mit der Angabe von A. Reid$), nach der
das optimale Medium bei pg = 4.5 liegen soll.

Uber den EinfluB ven Kohlenoxyd: Ebensowenig wie durch
Blausdure, lie sich durch Kohlenoxyd eine Hemmung der Autoxydation von
Leuko-methylenblau feststellen?).

Es wurden, wie beschrieben, Suspensionen von Leuko-methylenblau
aus 8 ccm 3n/,000-Methylenblau im Gesamtvol. von IT ccm dargestellt. Erst
nach der Entfarbung und Zerstérung der Enzyme wurden 3 ccm m/;-Acetat-
Puffer (Ammoniumacetat, Essigsiure I:2) pg = 4.5 zugefiigt. Die Ge-
mische wurden rasch in Barcroft-Gefille gebracht und mit Luft (2 Versuche,
Ia und Ib), sowie mit einer Mischung von 80%, Kohlenoxyd und 209, Sauer-
stoff (11a und IIb) bei 25° geschiittelt. Die Zahlen in Tabelle 3 bedeuten cmm O,.

Es 148t sich aus den Werten der

Tabelle 3. O,-Aufnahme nicht die geringste Hem-

I 1 mung durch CO herauslesen, eher noch

Zeit (Min.) a b a b eine kleine Reaktions-Beschleunigung,
20 13 13 20 22 die ich aber nicht fiir typisch halte.

40 36 34 34 38 Die Versuche lassen sich direkt mit

60 58 58 61 65 denen von 8. 134 vergleichen (Tab. 1).

8o 87 39 99 101 Man sieht, daB die Steigerung der Aci-

oo ilo 7 134 I32 ditit auf pg = 4.5 die Autoxydation
e W 2 4 erheblich iber den fiir py = 5.6 colori-
160 185 101 204 202 metnsch gefundenen Bet.rag von 100%,
200 214 213 215 211 hinaus gegeniiber der bei py = 8.0 ver-
10 219 217 207 213 langsamt. Das hat zur TFolge, da@l
300 219 217 217 =21} das primir entstehende Hydroperoxyd

) Publ. Health Rep. of U.S. Publ. Health Serv. 1925, 1131. 8 B. 63, 1921 [1930].
%) Reid (a.a. O.) findet cine sehr starke Hemmung gegeniiber der katalytischen
Wirkung vor Cu.
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z. T. verbraucht wird, d. h. die O,-Aufnahme erreicht nicht den zuvor gefuh-
denen vollen Betrag von 269 cmm O,, sondern nur etwa 809, dieses Vo-
lumens.

EinfluB von Eisen auf die Autoxydation bei pg = 8.0.

Ansitze: 1. Wier (S.135), aber T = o (Borat-Puffer), 2. Wier, abero.1ccm mfyeq-
FeCl, am Anfang zugefiigt, 3. Wie 2, aber o0.25 ccm m/;;- HCN mit Sanerstoff-Losung
zugegeben.

Konzentration von Leuko-methylenblau: Uberall 1 X 10-4-mol.
(5 X 10~4-mol. O,,
3. 4 X1075-mol. Fe”’,
53X 10-3-mol. HCN)

(5 X T0-%-mol. O,

~4_
1. (5xX10~*mol. O,) 2. +4 X 1075 Pe”)

Zeit ... ... ..., 14.0 17.0 2.6 2.8 6.5 7.0
Min.) ..., 13.0 16.0 2.9 4.5 5.0
Mittelwert ....... 15.0 28 2.8

Zusatz von Eisen in der angegebenen Konzentration bewirkt eine Be-
schleunigung um das 5-fache. Diese Beschleunigung wird durch die 125-fach
molare Konzentration von Blausiure auf die Hilfte vermindert. Die Ab-
hingigkeit der Firbungszeit von der Temperatur ist die normale: Bei 37°
im Mittel 1.4, bei 0° 15.0 Min.

22. K.Winterfeld und F. W. Holschneider: Uber die Kon-
stitution des Lupinins (I. Mitteil.).

[Aus d. Pharmazeut. Abteil. d. Chem. Laborat. d. Universitit Freiburg i. B.]

(Eingegangen am 21. November 1930.)

Fiir das Lupinin, C,,H,,0ON, einem Alkaloid der gelben Lupine,
Lupinus luteus, sind in den letzten Jahren drei Konstitutions-Formeln auf-
gestellt worden. Formel I von Cl. Schopf?!), Formel II und III von P. Kat-
rer?) und ihren Mitarbeitern. Cl. Schépf suchte seine Formel durch Ver-
gleich mit dhnlich zusammengesetzten Abbauprodukten der China-Alkaloide
zu stiitzen. Jedoch ergaben sich keine Analogien. Dagegen gelang es
P. Karrer, gewichtige Beweise fiir die von ihm aufgestellten Konstitutions-
formeln zu erbringen. Er unterwarf das Lupinin dem Hofmannschen
Abbau, der so durchgefithrt wurde, daB die jeweils entstandenen unge-
sittigten Zwischenprodukte sofort hydriert wurden. Nach Eliminierung
des Stickstoffs verblieb ein einfach ungesiattigter Alkohol C,,H,,0,
der iiber den gesdttigten Alkohol C,H,;O in den ungesittigten
Kohlenwasserstoff C,,H,, iibergefilhrt wurde. Bei der Ozon-Spaltung
dieses Kohlenwasserstoffs fand Karrer das 4-Nonanon:

CH,;.CH,;.CH,.CH,.CH,.CH (CH,.0OH).CH,.CH,.CH,4
4-Oxymethyl-nonan.

PBr, |
CH,.CH,.CH,.CH;.CH,.CH(CH,. Br).CH,.CH,.CH,
4-Brommethyl-nonan.

+ N (CHjg),, + Ag:O ¢ ~—H,0,—~N (CHy),
CH,.CH,.CH,.CH,.CH,.C (:CH,).CH,.CH,.CH,
4-Methen-nonan,

¢ 0,3, H,0
CH,.CH,.CH,.CH,.CH,.C(: 0).CH,.CH,.CH,
4-Nonanon.

1) A. 465, 97 [1928]. %) Helv. chim. Acta 11, 1062 [1928].





